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Die septische bzw. sepsis-assoziierte Enzephalopathie (SE) ist eine häufig auftretende 
frühe Organmanifestation einer systemischen Entzündungsreaktion durch Infektion des 
Säugetierorganismus. Sie äußert sich beim Menschen initial in Form von 
Wahrnehmungs- und Konzentrationsstörungen, die progredient sein können bis hin zu 
Stupor, Delirium und Koma. Der Verlust der Integrität der Blut-Hirn-Schranke (BHS) 
infolge der verstärkten Aktivität von Matrixmetalloproteasen (MMP) spielt eine 
entscheidende Rolle während der frühen Pathogenese der SE. Durch die gestörte BHS-
Funktion, verstärkten Übertritt pro-inflammatorischer Zytokine aus dem Blut und 
Invasion aktivierter Leukozyten kommt es zu einer gesteigerten 
neuroinflammatorischen Aktivität und Aktivierung der Mikroglia-Zellen als residenten 
immunkompetenten Zellen des Gehirns. Daneben ist die durch pro-inflammatorische 
Zytokine verursachte afferente Signalvermittlung über den Nervus vagus bei peripherer 
Inflammation bedeutsam. Ferner kann auch ein Eintritt pro-inflammatorischer 
Mediatoren an den zirkumventrikulären Organen des Gehirns, die keine BHS ausbilden, 
lokal zur Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Diffusion in das 
Hirnparenchym führen. Insgesamt bewirken diese Vorgänge eine gesteigerte 
neuroinflammatorische Aktivität, die neuronale Funktionen entscheidend beeinflusst 
und so zu Wahrnehmungs- und Konzentrationsstörungen führt. Außerdem kann es 
aufgrund der gestörten BHS-Funktion zur Bildung eines Hirnödems und der Auslösung 
pro-apoptotischer Veränderungen im Hirnparenchym kommen, die zum Verlust 
neuronaler Zellen führen können. 
Das Signalmolekül PI3Kγ wird unter anderem von Immunzellen exprimiert und spielt 
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle inflammatorischer Reaktionen. Der Einfluss von 
PI3Kγ auf die Entwicklung der septischen Enzephalopathie, insbesondere auf die 
Integrität der BHS, war bislang nicht bekannt und wurde deshalb in einem in-vivo-
Modell untersucht. Als mechanistisches Modell für ein systemisches inflammatorisches 
Response-Syndrom (SIRS) als initialer überschießender Wirtsreaktion bei der 
Pathogenese einer Sepsis wurde eine intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid 
(LPS, 10 mg/kg KG) angewandt. Es wurden drei Mausstämme verwendet, die sich in 
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der Expression der katalytischen PI3Kγ-Untereinheit p110γ unterscheiden. Der 
C57BL6/J-Wildtyp-Stamm verfügt über die natürliche Variante von p110γ, während im 
PI3Kγ-KO-Stamm die Expression genetisch deaktiviert ist. Der PI3Kγ-KD-Stamm 
exprimiert eine kinase-inaktive p110γ-Mutante.  
In Tieren des PI3Kγ-KO-Stammes kam es infolge der LPS-Injektion zu einer im 
Vergleich zum Wildtyp und zum PI3Kγ-KD-Stamm erhöhten BHS-Permeabilität für 
Plasmaproteine als Merkmal einer gestörten BHS-Integrität, die auf eine verstärkte 
MMP-Expression durch Mikroglia zurückgeführt werden konnte. Bei in-vitro-
Untersuchungen an primären Mikroglia-Zellen, die aus Gehirnen von PI3Kγ-KO-
Mäusen gewonnen wurden, war im Vergleich zu Mikroglia aus Wildtyp- bzw. PI3Kγ-
KD-Mäusen eine verstärkte LPS-induzierte MMP-Expression und -Aktivität 
nachweisbar. Weitere Hinweise auf den Einfluss der kinase-unabhängigen Funktion der 
PI3Kγ auf die cAMP-Konzentration und damit auf die Expression von MMP, 
insbesondere MMP-9, konnten mit Hilfe der pharmakologischen Beeinflussung der 
PDE-Funktion und des cAMP-PKA-Signalweges gewonnen werden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die kinase-unabhängige Funktion von 
PI3Kγ durch Moderation der mikroglialen MMP-9 Produktion entscheidend an der 
LPS-induzierten Störung der BHS bei SIRS-induzierter SE beteiligt ist. Diese 
Ergebnisse bestätigen und erweitern aktuelle Resultate über regulatorische 









Sepsis associated or septic encephalopathy (SE) is a frequent complication of a systemic 
inflammation caused by severe infection. Initial symptoms in patients are cognitive and 
perceptive deficiencies and may progress to delirium, stupor or coma. Loss of blood 
brain barrier (BBB) integrity as a consequence of increased matrix metalloprotease 
(MMP) activity is an important aspect during the pathogenesis of SE. Disturbed BBB 
function, increased influx of pro-inflammatory cytokines from the blood compartment 
and invasion of activated leukocytes trigger an increased neuroinflammatory activity 
and activation of microglia as the local immunocompetent cells of the central nervous 
system. Additionally, afferent signaling via the nervus vagus stimulated by pro-
inflammatory cytokine release in peripheral inflammation due to abdominal and visceral 
infection is of importance. Furthermore permeation of pro-inflammatory mediators at 
the brain’s circumventricular organs, which do not possess a BBB, activates the release 
of pro-inflammatory cytokines and their diffusion into brain parenchyma. Overall these 
processes result in an increased neuroinflammatory response crucially affecting 
neuronal function, thus resulting in cognitive and perceptive deficiencies. Additionally 
the disturbed BBB function may cause brain edema and activation of pro-apoptotic 
alterations in brain parenchyma, resulting in loss of neuronal cells. 
The signaling molecule PI3Kγ is mainly expressed in immune cells and is involved in 
controlling inflammatory reactions. The influence of PI3Kγ in the pathogenesis of SE, 
especially concerning BBB integrity, was unknown and has been investigated in an in 
vivo model. The mechanistic model of a systemic inflammatory response syndrome 
(SIRS) used for this investigation was the intraperitoneal injection of lipopolysaccharide 
(LPS, 10 mg/kg body weight). Three mouse strains on the C57BL6/J background 
differing in expression of the catalytic PI3Kγ subunit p110γ were utilized. The wildtype 
strain possesses the natural version of p110γ, while its expression is genetically 
deactivated in the PI3Kγ-KO-strain. The PI3Kγ-KD-strain has a kinase-inactive p110γ. 
In comparison to animals of the wildtype- and PI3Kγ-KD-strain animals of the PI3Kγ-
KO-strain after LPS injection showed an increased BBB permeability for plasma 
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proteins, an indicator of BBB impairment. This loss of BBB integrity was attributed to 
an enhancement of MMP expression by microglia. In vitro investigations using primary 
microglia showed an increased LPS-induced MMP expression and activity in cultures of 
microglia obtained from mice of the PI3Kγ-KO-strain in comparison to cells from 
wildtype- and PI3Kγ-KD-strain. Additional evidence of the PI3Kγ kinase independent 
function to influence cAMP and in this way the expression of MMP, especially MMP-9, 
was found by pharmacologic inhibition of PDE function and cAMP-PKA-signaling. 
The data presented in this thesis elucidate the kinase independent function of PI3Kγ as a 
crucial mediator in the pathogenesis of SE in LPS-induced SIRS by moderating the 
microglial production of MMP-9. These results confirm and extend recent findings 
regarding the regulatory functions of PI3Kγ on cAMP-dependent signaling in cells of 
the immune system. 
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1.1. Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der Sepsis 
1.1.1. Reaktionen des angeborenen Immunsystems 
Die Auseinandersetzung mit Pathogenen, welche durch die Infektion und Besiedlung 
eines Wirts dessen physiologischen Funktionen stören und Krankheiten auslösen 
können, hat im Laufe der Evolution in höheren Lebewesen zur Ausbildung eines 
Immunsystems zur Abwehr solcher Krankheitserreger geführt. Das Immunsystem von 
Säugetieren kann in zwei wesentliche Komponenten unterteilt werden, das angeborene 
und das adaptive Immunsystem. Das angeborene Immunsystem stellt die erste 
Verteidigungslinie der Immunabwehr gegen eine Infektion dar. Darauf aufbauend ist 
das adaptive Immunsystem ein wesentlicher Bestandteil der Immunabwehr und kann 
durch eine Anpassung an Pathogene und deren Wiedererkennung eine 
erregerspezifische Abwehr ermöglichen (Schmidt et al. 2005). Der Fokus der 
vorliegenden Arbeit liegt auf Reaktionen des angeborenen Immunsystems, weshalb hier 
auf die detaillierte Erörterung der Funktionen des adaptiven Immunsystems nicht näher 
eingegangen werden soll. Das angeborene Immunsystem besteht aus verschiedenen 
Hauptkomponenten. Zunächst dienen epidermale, dermale und mucosale Barrieren zur 
Abgrenzung des Organismus gegenüber seiner Umwelt und sind die erste Hürde, die ein 
Pathogen überwinden muss. Es existieren mechanische und chemische Barrieren, die 
ein Eindringen erschweren. Daneben gibt es Mechanismen zum Ausschleusen 
eingedrungener Organismen (Aumüller 2007, Schmidt et al. 2005). Ein Beispiel ist die 
Bindung durch Schleim und der Transport durch Flimmerhärchen aus den Atemwegen. 
Zudem behindert die natürliche Besiedlung mit Organismen der Normalflora, 
beispielsweise auf der Haut oder im Darm ein Wachstum von Pathogenen. Eine zweiter 
Bestandteil der angeborenen Immunität sind humorale Komponenten. Hierzu gehören 
die Proteine des Komplementsystems, die eine Opsonisierung von Pathogenen anhand 
bestimmter universaler Oberflächenstrukturen bewirken. Dadurch werden eine 
chemotaktische Aktivierung von Immunzellen und die Phagozytose der Partikel 
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induziert. Die Komplementfaktoren des Membranangriffskomplexes können durch die 
Einlagerung in die Zellmembran einer Zielzelle und die Bildung von Poren die Zelllyse 
herbeiführen. Eine weitere wichtige Komponente der humoralen Abwehr ist das 
Lysozym, welches die Oberflächenstrukturen von Bakterien angreift. Durch die 
Aktivierung der Komplementkaskade wird zudem eine Immunreaktion ausgelöst, in 
deren Folge Signalproteine, wie Zytokine, sowie die Akut-Phase-Proteine ausgeschüttet 
werden. Die dritte Komponente des angeborenen Immunsystems sind die Zellen des 
Systems. Dazu gehören unter anderem Immunzellen wie Monozyten, Granulozyten, 
natürliche Killerzellen und Makrophagen. Zellen des Immunsystems sind in der Lage, 
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) mit Hilfe eines Spektrums an 
Pathogen-Erkennungs-Rezeptoren (pathogen recognition receptors – PRR) zu 
detektieren. Es existieren verschiedene PRR, die an entsprechende konservierte 
Strukturen unterschiedlicher Pathogene binden (Takeuchi & Akira 2010). Zu solchen 
PAMP-Strukturen gehören unter anderem Zellwandbestandteile von Bakterien, wie das 
über den Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) detektierte Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) 
gram-negativer Bakterien oder Lipoteichonsäuren aus den Zellwänden gram-positiver 
Bakterien, die mit dem TLR2 erkannt werden. Weitere durch TLR detektierbare PAMP-
Strukturen sind beispielsweise spezifische Nukleinsäure-Sequenzen. Die TLR bilden 
eine Familie der PRR. Sie sind in der Lage, den extrazellularen Raum, Lysosomen und 
Endosomen zu überwachen und als Reaktion auf Pathogene oder deren Bestandteile 
eine unspezifische Immunantwort auszulösen. Die Erkennung von Pathogenen durch 
TLR spielt auch bei der Aktivierung von Zellen des adaptiven Immunsystems eine 
wichtige Rolle (de Jong et al. 2010).  
Die Eliminierung von Krankheitserregern durch die Zellen des angeborenen 
Immunsystems erfolgt durch die Freisetzung verschiedener Enzyme und reaktiver 
Sauerstoff-Spezies (ROS) bzw. reaktiver Stickstoff-Spezies (RNS), durch welche 
Zellstrukturen angegriffen werden, sowie durch die Phagozytose und den intrazellulären 
Verdau von Pathogenen und deren Bestandteilen (Schmidt et al. 2005). Die Aktivierung 
von Immunzellen durch PAMP führt zu einer Freisetzung von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, um weitere Komponenten des 
Immunsystems zu aktivieren bzw. zu rekrutieren. Dadurch kommt es zu einer lokalen 
Entzündungsreaktion in der Umgebung des Infektionsherdes. Zusätzlich kann aufgrund 
einer Freisetzung von schaden-assoziierten Molekülen (damage-associated molecular 
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pattern molecules – DAMP) durch geschädigte oder unter Stress stehende Zellen die 
Immunreaktion verstärkt werden. Hauptursache für die Entstehung einer 
Entzündungsreaktion infolge einer Infektion sind die Reaktionen des angeborenen 
Immunsystem (Takeuchi & Akira 2010). Um exzessive Entzündungsreaktionen zu 
vermeiden, die Zellen und Gewebe schädigen können, ist eine präzise Regulierung der 
Immunreaktion erforderlich. Ein Gleichgewicht zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Mechanismen ist notwendig, um die Entzündungsreaktion zu 
begrenzen und im Anschluss den physiologischen Normalzustand wiederherzustellen. 
Wird beispielsweise infolge einer Infektion die Immunantwort des Organismus derart 
massiv erhöht, dass aus einer lokal begrenzten Reaktion eine systemische 
Entzündungsreaktion hervorgeht, spricht man von einer Sepsis. Historisch wurde davon 
ausgegangen, dass die klinische Symptomatik der Sepsis auf die direkte Wirkung der 
infizierenden Mikroorganismen zurückzuführen sei. Im Verlauf des 20. Jahrhunderts 
wurde jedoch festgestellt, dass das klinische Krankheitsbild in erster Linie durch die 
Immunantwort des Patienten ausgelöst wird. Die Kriterien für die Diagnose einer Sepsis 
wurden 1991 auf einer Konsensuskonferenz festgelegt (Bone et al. 1992), sie sind im 
Kapitel 1.1.2 aufgeführt. Dabei wurde die systemische Entzündungsreaktion bzw. das 
systemische inflammatorische Response-Syndrom (SIRS) definiert, um die Kriterien 
zur Diagnose einer Sepsis zu vereinheitlichen. Aktuell wird die Anwendbarkeit des 
SIRS-Kriteriums zur Diagnose einer Sepsis in Frage gestellt, da es für eine Sepsis nicht 
pathognomonisch ist (Vincent et al. 2013). Während eine überschießende 
Immunantwort infolge einer Infektion zu einer Sepsis führen kann, ist es ebenfalls 
möglich, dass verschiedene nicht-infektiöse Prozesse, die eine massive Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems nach sich ziehen, die klinische Symptomatik eines SIRS 
hervorrufen können. Dazu gehören beispielsweise Interventionen, die mit massiven 
Gewebeschädigungen einhergehen, wie schwere Traumata, massive chirurgische 
Eingriffe oder großflächige Verbrennungen aber auch nicht-infektiöse Erkrankungen 
wie eine Pankreatitis (Vollmar 2011, Rittirsch et al. 2008). Eine überschießende 
systemische Immunreaktion kann auch infolge einer entsprechend starken Exposition 
mit DAMP oder PAMP, wie beispielsweise durch eine intravenöse Injektion von 
Bakterienbestandteilen wie LPS, hervorgerufen werden. Die systemische Reaktion auf 
eine Aktivierung des Immunsystems mit der exzessiven Bildung und Freisetzung von 
humoralen und zellulären Entzündungsmediatoren ist die wesentliche Ursache für die 
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Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und 
pathophysiologischen Veränderungen, die im Verlauf eines SIRS auftreten (Bone et al. 
1992, Werdan et al. 2005, Reinhart et al. 2010, Bauer et al. 2006, Rittirsch et al. 2008).  
Parallel zu der massiven Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren in die 
systemische Zirkulation, dem sogenannten „Zytokin-Sturm“, wird auch eine anti-
inflammatorische Reaktion ausgelöst, die der Entzündung entgegenwirkt. Dabei kann 
eine Überkompensation der Entzündungsreaktion zu einer Immunsuppression im 
Anschluss an die pro-inflammatorische Phase führen. Dieses kompensatorische anti-
inflammatorische Response-Syndrom (compensatory anti-inflammatory response 
syndrome – CARS) kann eine erhöhte Anfälligkeit für Sekundärinfektionen bedingen 
(Adib-Conquy & Cavaillon 2009, Vollmar 2011). 
 
1.1.2. Begriffsdefinitionen zu SIRS und Sepsis 
Die Kriterien und Begriffsdefinitionen zu SIRS und Sepsis wurden 1991 auf einer 
Konsensuskonferenz festgelegt und 2001 auf einer Folgekonferenz im Wesentlichen 
bestätigt (Bone et al. 1992, Levy et al. 2003). Als Grundlage zur Identifikation von 
Patienten mit einem systemischen pro-inflammatorischen Geschehen wurden die SIRS-
Kriterien so gewählt, dass mit schnell anwendbaren und gut verfügbaren diagnostischen 
Mitteln eine hohe Sensitivität erreicht wurde. Dabei ist die Spezifität jedoch gering, was 
die aktuell anhaltende Diskussion über die Notwendigkeit einer Überarbeitung dieser 
Kriterien auslöste (Vincent et al. 2013, Balk 2014). Im Folgenden sollen die Begriffe 
SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock anhand ihrer derzeit gültigen 
Definitionen erläutert werden (Bone et al. 1992, Levy et al. 2003, Riedemann et al. 
2003, Greten & Andrassy 2005, Reinhart et al. 2010).  
Ein SIRS ist durch das Auftreten von mindestens zwei der folgender Symptome 
definiert: 
 Hypothermie ≤ 36 °C oder Hyperthermie ≥ 38 °C 
 Tachykardie: Herzfrequenz ≥ 90 /min  
 Tachypnoe ≥ 20 /min ohne Hyperventilation, Hypokapnie mit pCO2 ≤ 33 mmHg 
 Leukozytose ≥ 12000 /µl oder Leukopenie ≤ 4000 /µl oder mehr als 10% unreife 
Neutrophile im Differentialblutbild 
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Bei gleichzeitigem Nachweis einer Infektion, entweder durch den mikrobiologischen 
Erregernachweis oder anhand klinischer Kriterien, spricht man von einer Sepsis.  
Eine Sepsis mit Organdysfunktion wird als schwere Sepsis bezeichnet und liegt vor, 
wenn zusätzlich eine akute Enzephalopathie, relative oder absolute Thrombozytopenie, 
arterielle Hypoxämie, renale Dysfunktion und / oder metabolische Azidose auftreten. 
Ein septischer Schock liegt vor, wenn in einem Sepsispatienten trotz adäquater 
Flüssigkeitssubstitution eine Hypotonie mit einem systolischen Blutdruck von weniger 
als 90 mmHg bzw. einem mittleren Blutdruck von weniger als 65 mmHg für mindestens 
1 h auftritt und eine andere Ursache für diese Hypotonie ausgeschlossen werden kann. 
Während eines SIRS bzw. einer Sepsis kann es aufgrund von Gewebeschäden, 
Ödembildung, verminderter Gewebsperfusion und Hypoxie zu Organdysfunktionen 
kommen. Beim Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) sind mehrere Organsysteme 
betroffen, wodurch der Erhalt der lebenswichtigen Körperfunktionen nur noch durch 
intensivmedizinische Intervention gewährleistet werden kann.  
Der Verlauf einer Sepsis ist gekennzeichnet durch eine Hyperinflammation, in der eine 
überschießende Immunreaktion auf eine Infektion einen „Zytokin-Sturm“ mit hohen 
Serumkonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α oder IL-1β und eine 
systemische Entzündungsreaktion (SIRS) auslöst. Je nach Schwere des Ereignisses kann 
es zur Entwicklung einer schweren Sepsis bis hin zum septischen Schock kommen 
(Cavaillon et al. 2003, Wiersinga & van der Poll 2007, Rittirsch et al. 2008, Bhatia et 
al. 2009).  
Infolge der bei einem SIRS ablaufenden starken inflammatorischen Reaktionen ist das 
Auftreten von Gewebe- und Organschädigungen möglich, die aus verschiedenen 
Effekten resultieren können (Cinel & Opal 2009, Bhatia et al. 2009, Adam et al. 2013). 
Zu diesen Effekten gehören:  
 Auslösung von Apoptose 
 Endothel-Aktivierung, die zu Mikrozirkulationsstörungen führen kann 
 verstärkte Koagulation und erhöhtes Risiko der Thrombenbildung 
 oxidativer Stress durch erhöhte Produktion von ROS und RNS 
 Freisetzung proteolytischer Enzyme 
 Freisetzung von cytotoxischen und neurotoxischen Substanzen 
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Während des komplexen Geschehens bei einer Sepsis werden anti-inflammatorische, 
den pro-inflammatorischen Vorgängen entgegenwirkende Mechanismen aktiviert, um 
lokalen und systemischen Gewebeschädigungen, die durch die Entzündungsreaktionen 
hervorgerufenen werden können, vorzubeugen. Eine unangepasste anti-
inflammatorische Reaktion kann jedoch eine Immunparalyse bedingen, die durch hohe 
Serumkonzentrationen anti-inflammatorischer Mediatoren, wie löslichem TNF-
Rezeptor, IL-1RA, IL-10 und TGF-β, sowie eingeschränkte Funktion von Immunzellen 
gekennzeichnet ist (Andreasen et al. 2008, Adib-Conquy & Cavaillon 2009, Biswas & 
Lopez-Collazo 2009, Angus & van der Poll 2013). Das CARS ist somit ebenfalls ein 
Resultat unangepasster Immunreaktionen. Die erhöhte Anfälligkeit für eine 
Sekundärinfektion resultiert unter anderem aus einer verstärkten Apoptose von 
Lymphozyten, einer Endotoxintoleranz, verringerter HLA-DR-Expression und ROS-
Bildung durch Monozyten. Aufgrund geschwächter Abwehrmechanismen besteht die 
erhöhte Gefahr einer Verschärfung der der Sepsis zugrunde liegenden Infektion und 
eine hohe Anfälligkeit der Patienten für eine nosokomiale Sekundärinfektion (Adib-
Conquy & Cavaillon 2009).  
 
1.1.3. Tiermodelle zur Untersuchung systemischer 
Entzündungsreaktionen in vivo 
Für die Untersuchung von SIRS bzw. Sepsis werden verschiedene in-vivo-Tiermodelle 
genutzt. Die bei der Entstehung und im Verlauf einer Sepsis ablaufenden komplexen 
Abläufe in einem standardisierten Tiermodell zu simulieren, stellt eine große 
Herausforderung dar (Dyson & Singer 2009). Es existieren verschiedene Ansätze, in 
Versuchstieren eine Immunreaktion zu induzieren, deren Verlauf einen Teil der bei 
einer Sepsis ablaufenden Vorgänge modellhaft nachbilden kann: Eine Vorgehensweise 
ist die Verabreichung von Toxinen oder Pathogenbestandteilen, die zu einer 
systemischen Aktivierung des Immunsystems führt. Ein zweiter Weg ist eine Infektion 
mit exogenen Erregern. Daneben existieren Modelle, die durch eine Störung 
körpereigener Barrieren eine Infektion mit endogenen Bakterien herbeiführen (Buras et 
al. 2005).  
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Durch die Injektion von Pathogenbestandteilen, wie beispielsweise LPS, wird eine 
starke Aktivierung des angeborenen Immunsystems hervorgerufen. Eine durch LPS-
Injektion verursachte Endotoxämie stellt ein Modell zur Untersuchung eines SIRS dar. 
Durch direkt in die Blutbahn injiziertes oder in die Blutzirkulation diffundierendes LPS 
werden Zellen des Immunsystems aktiviert und eine pro-inflammatorische Reaktion 
ausgelöst. Verschiedene Symptome, die bei einer Sepsis auftreten, können auch bei 
einer akuten Endotoxämie infolge einer Bolus-Injektion von LPS beobachtet werden, 
wie beispielsweise erhöhte Plasmakonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine, 
verringerte Myokard-Kontraktilität, Laktat-Azidose oder Schock (Fink 2014). 
Allerdings unterscheiden sich diese Symptome während einer Endotoxämie von den 
während einer Sepsis beobachteten in Intensität und zeitlichem Verlauf (Remick et al. 
2000, Recknagel et al. 2013, Rittirsch et al. 2007). Tiermodelle, die eine Injektion von 
Pathogenbestandteilen nutzen, bieten eine gute Standardisierbarkeit und 
Replizierbarkeit. In Abhängigkeit der eingesetzten LPS-Dosis können mit 
entsprechenden Modellen die physiologischen und biochemischen Veränderungen 
simuliert werden, die insbesondere in der Anfangsphase einer Sepsis, wie sie  
infolge einer massiven Infektion mit gram-negativen Bakterien ausgelöst werden  
kann, auftreten (Fink 2014, Remick et al. 2000). Dementsprechend eignen sich 
Tiermodelle, bei denen eine Injektion von Pathogenbestandteilen erfolgt, für 
mechanistische Untersuchungen von systemischen Entzündungsreaktionen auf 
systemischer, organbezogener und zellulärer Ebene. Sie sind jedoch nicht geeignet, um 
die komplexe Pathogenese der Sepsis abzubilden. Hierfür sind Versuchsmodelle 
prädestiniert, die auf einer Infektion mit lebenden Pathogenen basieren. Dabei können 
exogene Bakterien zum Einsatz kommen oder die eigene Darmflora des Versuchstieres 
durch einen Eingriff freigesetzt werden. Beim Sepsismodell CLP (cecal ligation and 
puncture) erfolgt eine Perforation des Caecum und eine Freisetzung von Darminhalt, 
wobei allerdings ein operativer Eingriff nötig ist (Remick et al. 2000). Im Modell PCI 
(peritoneal contamination and infection) hingegen erfolgt eine Injektion einer exogenen 
Stuhl-Suspension ins Peritoneum (Seidel et al. 2009, Recknagel et al. 2013). Bei CLP 
und PCI kommt es jeweils zu einer polymikrobiellen Infektion des Peritoneums, 
wodurch diese Modelle die Verhältnisse bei einer Sepsis mit einem Infektionsherd im 
Bauchraum gut nachbilden können (Fink 2014, Buras et al. 2005).  
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Zwischen den Modellen gibt es Unterschiede in der Ausprägung der systemischen 
Entzündungsreaktion. Eine LPS-Injektion führt zu einer stärkeren systemischen 
Freisetzung von Zytokinen, als in den Infektionsmodellen (Galanos & Freudenberg 
1993, Remick et al. 2000). Die Infektionsmodelle simulieren hingegen den Verlauf 
einer Sepsis besser, sind dabei allerdings schlechter standardisierbar (Freise et al. 2001, 
Bhatia et al. 2009). Prinzipiell kann jedoch kein Tiermodell die im Sepsispatienten 
ablaufenden Vorgänge exakt simulieren (Buras et al. 2005, Rittirsch et al. 2007). So 
gibt es starke Unterschiede in Genexpressionsmustern und im zeitlichen Verlauf der 
Erkrankung. Patienten erhalten in der Regel eine der Schwere der Erkrankung 
angepasste medizinische Behandlung, wie beispielsweise Flüssigkeitsinfusionen, 
maschinelle Beatmung und Antibiotikatherapie. Im Tiermodell sind solche Maßnahmen 
in der Regel schwierig umzusetzen und werden nur sehr selten angewandt. Als 
Versuchstiere werden meist junge, gesunde Exemplare verwendet, wohingegen die 
Inzidenz der Sepsis beim Menschen mit steigendem Alter zunimmt und zudem meist 
eine Komorbidität vorliegt. Ein weiterer Unterschied ist eine im Vergleich zum 
Menschen wesentlich höhere Toleranz verschiedener Versuchstierspezies gegenüber 
LPS (Fink 2014, Dyson & Singer 2009, Rittirsch et al. 2007, Buras et al. 2005). 
Abhängig vom Fokus der Untersuchung ist somit eine spezifische Auswahl und 
Anpassung eines in-vivo-Modells notwendig. 
 
1.2. Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der septischen 
Enzephalopathie 
Die septische bzw. sepsis-assoziierte Enzephalopathie (SE) oder auch sepsis-
assoziiertes Delirium ist eine mit SIRS bzw. Sepsis assoziierte Symptomatik, die sich 
als eine diffuse Störung der Funktion des zentralen Nervensystems (ZNS) mit 
eingeschränkten mentalen Fähigkeiten und Bewusstseinsstörungen bis hin zum Koma 
zeigt (Terborg 2012). Die SE ist eine häufige Komplikation in der frühen Phase einer 
Sepsis und kann bei bis zu 70% der Patienten mit einer schweren Sepsis auftreten. 
Dabei stellt die SE einen Indikator für eine erhöhte Mortalität bei Sepsispatienten dar 
(Eidelman et al. 1996). In der Regel ist eine SE als eine der ersten sepsis-assoziierten 
Organschädigungen feststellbar (Pytel & Alexander 2009). Charakteristisch zeigen sich 
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dabei eine akute Beeinträchtigung der kognitiven Funktion, eine Verlangsamung der 
mentalen Aktivität, Unaufmerksamkeit, Verwirrung, Unruhe bzw. Stupor oder Koma. 
Eine direkte Infektion des ZNS, Kopfverletzungen, Fettembolie oder pharmakologische 
Einwirkung sind hingegen Ausschlusskriterien (Ebersoldt et al. 2007). 
Eine SE wird durch Entzündungsprozesse ausgelöst, die außerhalb des Gehirns 
ablaufen. Aufgrund massiver Entzündungsreaktionen können jedoch, vermittelt durch 
die Wirkung verschiedener Entzündungsmediatoren, pathologische Veränderungen der 
Blut-Hirn-Schranke (BHS) und der neurovaskulären Einheit hervorgerufen und somit 
die Homöostase im Gehirn gestört werden (Abbildung 1, Jacob et al. 2011). Dabei 
können verschiedene Immunzellen an inflammatorischen Reaktionen im Gehirn 
beteiligt sein, neben den residenten Mikroglia sind auch einwandernde Neutrophile 
bzw. Monozyten/Makrophagen dazu in der Lage (Takeuchi et al. 2006, Yawata et al. 
2008, Comim et al. 2011, Jacob et al. 2011). Eine überschießende Freisetzung pro-
inflammatorischer Mediatoren kann zu einer Minderung oder dem Verlust der BHS-
Funktion, zu Störungen des Stoffwechsels im Gehirn, zur Ödembildung durch erhöhten 
Wassereintritt und zu zytotoxischen Effekten bis hin zum Verlust von Neuronen und 
Gliazellen führen (Bogdanski et al. 1999, Papadopoulos et al. 2000, Nag et al. 2009).  
 
 
Abbildung 1: Entwicklung einer septischen Enzephalopathie  
(modifiziert nach Jacob et al. 2011) 
Die septische Enzephalopathie kann sich infolge einer systemischen Entzündungsreaktion, beispielsweise 
ausgelöst durch eine massive Infektion bzw. PAMP-Exposition entwickeln. Der dabei auftretende Verlust 
der Blut-Hirn-Schranken-Integrität kann durch die Störung der Homöostase im Hirngewebe die neuronale 
Funktion beeinträchtigen und Verhaltensänderungen verursachen. 
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Die periphere Entzündungsreaktion kann das ZNS über zwei Wege beeinflussen. So 
werden durch Zytokinrezeptoren des Vagusnervs und durch die zirkumventrikulären 
Organe (circumventricular organs – CVO) Entzündungsreaktionen detektiert, wodurch 
Krankheitsgefühl, Fieber und die Expression pro-inflammatorischer Zytokine im ZNS 
ausgelöst werden (Adam et al. 2013, Konsman et al. 1999, Dantzer et al. 2000). 
Unabhängig davon kommt es zur Aktivierung des neurovaskulären Endothels durch 
pro-inflammatorische Mediatoren. Dabei werden durch die Endothelzellen pro-
inflammatorische Zytokine und NO gebildet sowie Adhäsionsmoleküle exprimiert. 
Aufgrund der Wirkung verschiedener pro-inflammatorischer Faktoren und von 
oxidativem Stress kann es zu einer Schädigung der BHS und der Ablösung von 
Perizyten von der Basallamina kommen. Die dadurch erhöhte trans- und parazelluläre 
Permeabilität der BHS führt zu unkontrolliertem Stoffaustausch und dem Verlust der für 
die neuronale Funktion notwendigen Homöostase (Adam et al. 2013, Berg et al. 2011, 
Green et al. 2004). 
Die der BHS-Schädigung zugrunde liegenden molekularen Vorgänge wurden an 
Tiermodellen untersucht, bei denen Hirnverletzungen induziert bzw. 
Reperfusionsschädigungen nach transienter Hirnischämie untersucht wurden. Die 
Öffnung der BHS läuft danach in zwei Phasen ab (Nag et al. 2011). Die erste Phase der 
Öffnung wird durch direkte Wirkungen von inflammatorischen Mediatoren auf die 
Endothelzellen der BHS hervorgerufen (Adam et al. 2013). Dabei werden in den 
Endothelzellen verstärkt Caveolen gebildet, durch welche ein verstärkter Stoffaustausch 
zwischen luminaler und abluminaler Membran ermöglicht wird (Abbott 2000, Nag et al. 
2011). Die Expression von Adhäsionsmolekülen durch aktiviertes Endothel fördert die 
Einwanderung von Leukozyten und Neutrophilen (Hofer et al. 2008, Omari & 
Dorovini-Zis 2003, Zhou et al. 2006, Zhou et al. 2009). Zudem kann eine 
Überexpression von iNOS (inducible nitric oxide synthase) und eNOS (endothelial 
nitric oxide synthase) und die damit verbundene erhöhte NO-Freisetzung zum Verlust 
der BHS-Integrität beitragen (Mayhan 1998, Handa et al. 2008, Adam et al. 2013). 
Auch erhöhter Scherstress infolge von Vasodilatation oder verändertem Blutfluss kann 
zu einer transienten Verringerung der BHS-Integrität führen (Nag et al. 2011). 
Störungen der zerebralen Mikrozirkulation und eine damit verbundene Unterversorgung 
mit Sauerstoff und Nährstoffen können ebenfalls die Pathogenese der SE fördern 
(Semmler et al. 2008, Taccone et al. 2010). 
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Während der zweiten Phase der fortschreitenden Öffnung der BHS werden, 
hauptsächlich durch die Wirkung von Matrixmetalloproteasen (MMP), die molekularen 
Komponenten der BHS abgebaut (Hawkins & Davis 2005, Yang et al. 2007, Nag et al. 
2011). Hierbei spielen insbesondere MMP-9 und MMP-2 eine Rolle, deren Aktivität im 
Verlauf der Entzündungsreaktion ansteigt (Dal-Pizzol et al. 2013). MMP-2 wird von 
Astroglia konstitutiv exprimiert, zur Aktivierung ist die Interaktion der 
membrangebundenen MT1-MMP (MMP-14) und von TIMP-2 (tissue inhibitor of 
metalloproteinase 2) mit der Proform von MMP-2 nötig (Candelario-Jalil et al. 2009). 
Die Expression von MMP-9 im Hirngewebe ist unter normalen Bedingungen gering, 
kann aber durch verschiedene pathogene Einflüsse herauf reguliert werden (Nag et al. 
2011). 
Infolge einer erhöhten Permeabilität der BHS kann beispielsweise der Übergang von 
Proteinen oder als Neurotransmitter wirksamen Substanzen wie Glutamat oder GABA 
zu Störungen der Signalübertragung zwischen Neuronen führen. In Patienten mit 
septischem Schock bewirken Störungen des Stoffwechsels einen Abbau von 
Muskelsubstanz, welcher in Verbindung mit einer sepsis-assoziierten Leberdysfunktion 
ein erhöhtes Verhältnis von aromatischen Aminosäuren (Phenylalanin, Tryptophan) zu 
verzweigtkettigen Aminosäuren (Isoleucin) im Plasma hervorruft (Sprung et al. 1991). 
Aminosäuren stellen die Basis zur Synthese verschiedener Neurotransmitter dar. Ein 
verändertes Verhältnis der Aminosäurekonzentrationen im Gehirn hat ein gestörtes 
Neurotransmitterprofil zur Folge. Die Konzentrationen an Norepinephrin, Dopamin 
oder Serotonin sind in Ratten während einer schweren Sepsis verringert (Freund et al. 
1985). Eine infolge entzündlicher Prozesse gestörte Konstellation der 
Neurotransmitterkonzentrationen trägt zur Entwicklung der Enzephalopathie bei 
(Eggers et al. 2003, Wilson & Young 2003).  
Eine weitere Auswirkung der systemischen Entzündungsreaktion, die zur Pathogenese 
der septischen Enzephalopathie beiträgt, ist die Bildung von Hirnödemen (Jacob et al. 
2011). Infolge einer TNF-Rezeptor-1-mediierten Expressionserhöhung des 
Wassertransportproteins Aquaporin-4 in den Zellen der BHS, kann ein verstärkter 
Wassereintritt ins Hirngewebe erfolgen (Alexander et al. 2008). 
Die Störungen der BHS-Funktion in Verbindung mit einer veränderten zerebralen 
Mikrozirkulation, welche durch eine überschießende systemische Entzündungsreaktion 
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ausgelöst werden können, führen zu einem Verlust der Neurotransmitter- und 
Elektrolythomöostase, Hirnödemen, Diffusion von Plasmaproteinen ins Hirngewebe 
sowie gegebenenfalls zu einer Unterversorgung des neuronalen Energiestoffwechsels 
(Papadopoulos et al. 2000, Jacob et al. 2011). Die Beeinträchtigung der Funktion des 
ZNS ist ein Anzeichen für den problematischeren Verlauf einer Sepsis. Damit 
einhergehend ist die Symptomatik der SE mit einer höheren Mortalität und Morbidität 
der Sepsispatienten assoziiert (Eidelman et al. 1996, Adam et al. 2013). Die SE ist 
potentiell reversibel. Allerdings behalten bis zu 25% der Überlebenden einer schweren 
Sepsis kognitive oder physische Einschränkungen (Chavan et al. 2012, Iwashyna et al. 
2010, Yende & Angus 2007). 
 
1.3. Das zentrale Nervensystem und die Blut-Hirn-Schranke 
1.3.1. Zelluläre Komponenten des ZNS 
Die Zellen des ZNS können grundsätzlich in zwei Klassen eingeteilt werden: Neuronen 
und Gliazellen. Es gibt verschiedene Typen von Gliazellen, darunter Astroglia, 
Mikroglia, Oligodendrozyten und Ependymzellen, die entsprechend unterschiedliche 
Funktionen ausüben. 
Die Neuronen sind die Zellen, in denen die Erregungsleitung und –übertragung 
stattfindet. Sie bestehen aus dem Perikaryon, einem Axon und meist mehreren 
Dendriten. Während im Perikaryon die wesentlichen Stoffwechselvorgänge stattfinden, 
dienen Dendriten und Axon der Erregungsweiterleitung. Die Erregungsweiterleitung 







 und organischen Anionen zwischen der 
Umgebung der Zelle und dem Zytoplasma besitzen Neuronen im Ruhezustand ein 
negatives Membranpotential, welches die Grundlage der elektrischen Erregungsleitung 
darstellt. Wird durch aktivierende Impulse ein Schwellenpotential erreicht, kommt es 
zur Depolarisation, wodurch ein positives Aktionspotential entsteht. Entlang des Axons 
wird dieser Impuls zu den Synapsen weitergeleitet, wo die chemische 
Erregungsweiterleitung durch die Ausschüttung von Neurotransmittern ausgelöst wird. 
Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt und binden an Rezeptoren 
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auf der Membran der nachgeschalteten Zelle, was zur transienten Öffnung 
unterschiedlicher Ionenkanäle und somit zu Förderung oder Hemmung eines 
Aktionspotentials führt. Die Repolarisation des auslösenden Neurons und die 
Wiederherstellung des Ruhepotentials erfolgt mittels aktiven Ionentransports durch 
entsprechende Kanäle der Zellmembran. Die Wiederherstellung und Aufrechterhaltung 
des Ruhepotentials an den Neuronen ist die Ursache des hohen Energieverbrauchs des 
ZNS und macht es gleichzeitig anfällig gegenüber einer Unterversorgung mit Sauerstoff 
und Stoffwechseledukten. 
Astroglia haben verschiedene Funktionen im ZNS. Sie sind am Austausch von 
Nährstoffen und Stoffwechselprodukten zwischen Neuronen und Blut beteiligt, können 
Neurotransmitter aus ihrer Umgebung aufnehmen und haben Einfluss auf die 
Ionenkonzentrationen im Interzellularraum (Gucek et al. 2012). Zudem haben Astroglia 
eine Struktur- und Stützfunktion im ZNS und können auch narbenähnliche Strukturen 
bilden, vergleichbar mit Bindegewebszellen. Astroglia spielen aber auch eine Rolle bei 
der immunologischen Immunabwehr und können mit T-Zellen interagieren (Barcia et 
al. 2013). Mit einem Anteil von 20-50% der Gesamtpopulation bilden sie die Mehrzahl 
der Gliazellen im Gehirn.  
Oligodendrozyten haben ähnliche Aufgaben wie die Schwannzellen im peripheren 
Nervensystem. Sie bilden Markscheiden zur elektrischen Isolierung der 
Nervenzellfortsätze und verbessern so die Erregungsweiterleitung. Ependymzellen 
bilden eine monozelluläre Schicht um die Ventrikel und stellen somit die Grenze zum 
Liquorraum dar.  
Die Endothelzellen der das Hirnparenchym versorgenden Kapillargefäße sind ein Teil 
der BHS. Die Eigenschaften dieser Endothelzellen werden im Abschnitt 1.3.2 näher 
beschrieben. Auf der abluminalen Seite der Endothelzellen sind die Kapillargefäße von 
einer nicht vollständig geschlossenen Lage aus Perizyten umgeben. Die Perizyten sind 
in die Basalmembran eingebettet und haben Anteil an deren Bildung. Als murale Zellen 
spielen Perizyten eine Rolle bei der Aufrechterhaltung des vaskulären Tonus aber auch 
bei der Angiogenese und der vaskulären Remodellierung von Kapillargefäßen (Armulik 
et al. 2005, Armulik et al. 2011, Daneman 2012). 
Mikroglia sind die residenten Immunzellen des ZNS. Zwar stellt das ZNS einen immun-
privilegierten Bereich im Körper dar, dennoch finden sowohl angeborene als auch 
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adaptive Immunreaktionen statt. Immunzellen aus der systemischen Zirkulation sind in 
gewissem Maße fähig, die BHS zu passieren und in das Hirnparenchym einzuwandern 
(Zlokovic 2008). Die erste Linie der Verteidigung stellen jedoch die im ZNS residenten 
Mikroglia dar. Gemeinsam mit den anderen Gliazellpopulationen tragen Mikroglia zur 
Erhaltung der Homöostase im ZNS bei, um die optimalen Bedingungen für die 
neuronalen Funktionen aufrecht zu erhalten. Zu ihren Funktionen gehören unter 
anderem die unspezifische Immunabwehr, die Phagozytose von Pathogenen sowie von 
geschädigten Neuronen und Gliazellen, die Antigenpräsentation für T-Zellen und die 
Bildung neurotropher Faktoren (Hellwig et al. 2013, Tambuyzer et al. 2009).  
Bei Mikroglia sind, abhängig vom Aktivierungszustand, verschiedene Phänotypen 
unterscheidbar. Im gesunden, vollständig entwickelten ZNS kommen sie in der Regel 
im ramifizierten Zustand vor. Dieser ist durch ein kleines Soma und eine Vielzahl stark 
verzweigter, sich bewegender Fortsätze gekennzeichnet. Ramifizierte Mikroglia bleiben 
lokal und überwachen ihre zelluläre Umgebung, ohne dabei die fragilen neuronalen 
Verbindungen zu stören. Infolge einer Aktivierung können Mikroglia in einen 
beweglichen Phänotyp wechseln und zur Quelle einer Entzündungsreaktion bzw. zu 
einer Läsion migrieren. Es gibt unterschiedliche Aktivierungsstadien von Mikroglia, 
wobei nicht nur zwischen inaktiv bzw. vollständig aktiv unterschieden werden kann. 
Vielmehr treten situationsabhängig diverse Veränderungen auf, so bei der Form der 
Zelle, den Expressionsmustern von Rezeptoren oder der Sezernierung von Agonisten. 
Beispielsweise kommen während der Entwicklungsphase des ZNS oder bei einer 
Störung der Homöostase migrierende und phagozytierende Mikroglia vor, die keine 
Antikörper präsentieren oder pro-inflammatorische Zytokine exprimieren. Infolge einer 
inflammatorischen Aktivierung bzw. pathologischer Bedingungen, wie beispielsweise 
durch Infektion, Trauma, Ischämie, abnormale Proteinaggregation oder 
demyelinisierende Erkrankungen, können Mikroglia in einen amöboiden, pro-
inflammatorischen, makrophagenartigen Phänotyp übergehen. Dieser Aktivitätszustand 
ist durch eine hohe Expression von Iba-1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1) 
gekennzeichnet. Infolge einer solchen Aktivierung werden durch Mikroglia Zytokine, 
Chemokine, Proteasen und ROS gebildet. Die Mikroglia-Zellen proliferieren und es 
finden Migration, Phagozytose und die Präsentation von Antigenen statt. Dabei können 
durch Mikroglia auch neurotoxische Effekte hervorgerufen werden, wodurch es zur 
Schädigung bzw. zum Verlust von Neuronen bzw. Gliazellen kommen kann (Hellwig et 
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al. 2013, Kettenmann et al. 2011, Lehnardt 2010, Monk & Shaw 2006, Tambuyzer et 
al. 2009).  
Im Gegensatz zu Neuronen und Makroglia, die einen neuroektodermalen Ursprung 
haben, gehen Mikroglia aus mesodermalen Vorläuferzellen hervor, die insbesondere im 
Zeitraum um die Geburt in das ZNS einwandern. Somit stellen sie eine organspezifische 
Makrophagenpopulation, ähnlich beispielsweise den Kupfferzellen der Leber, dar. Sie 
stellen etwa 5-20% der Zellen im Gehirn und haben somit eine ähnlich hohe Zellzahl, 
wie die Neuronen (Kierdorf et al. 2013, Kettenmann et al. 2011, Tambuyzer et al. 
2009). 
 
1.3.2. Aufbau und Funktion der BHS 
Um in den Geweben des ZNS die für die Nervenfunktionen optimalen Bedingungen 
aufrecht zu erhalten, sind diese Gewebe durch eine schützende Struktur, die BHS, von 
der systemischen Zirkulation getrennt (Abbildung 2). Somit werden äußere Einflüsse 
minimiert, wie die variable Zusammensetzung des Blutes mit schwankenden Elektrolyt- 
oder Blutzuckerkonzentrationen und potentiell neurologisch aktiven Substanzen, welche 
die Nervenfunktion beeinflussen könnten (Engelhardt & Sorokin 2009, Schmidt et al. 
2005). Die Kapillargefäße, über die die hauptsächliche Versorgung des ZNS erfolgt, 
sind durch die BHS vom Hirngewebe abgegrenzt. Die Grenze zwischen systemischer 
Zirkulation und Liquorraum bildet die Blut-Liquor-Schranke.  
Die BHS wird durch mehrere parallele Barrieren gebildet und besteht aus verschiedenen 
in Wechselwirkung stehenden Komponenten. Die Blutgefäße werden von einer 
monozellulären Endothelschicht umgeben, die sich auf einer Basalmembran befindet. 
Der Kontakt der Endothelzellen zu den Pseudopodien von Astroglia induziert die 
Bildung von Tight Junctions im Endothel der Hirnkapillaren (Aumüller 2007). Durch 
ein komplexes Netz verschiedener Tight Junctions ergibt sich eine parazelluläre 
Diffusionsbarriere für Wasser und wasserlösliche Substanzen bzw. polare Moleküle. 
Gleichzeitig bilden sich durch die Unterbindung der lateralen Diffusion von 
Membranproteinen an den Endothelzellen zwei in ihrer Zusammensetzung und 
Funktion unterschiedliche Membranen. Die transzelluläre Diffusion wird durch das 
Fehlen von Fenestrae und eine stark eingeschränkte Pinozytose verhindert. Zur 
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Erhaltung optimaler Bedingungen für die Nervenfunktion ist jedoch ein selektiver 
Stoffaustausch zwischen Blut und Hirnparenchym notwendig. Dieser Stoffaustausch, 
der unter anderem die Nährstoffversorgung, den Abtransport von 
Stoffwechselprodukten und den Wasserhaushalt sicherstellt, wird durch spezifische 
Transportsysteme gewährleistet. Die für den Energiestoffwechsel des Gehirns 
notwendige Zufuhr von Glukose wird durch den Glukosetransporter GLUT-1 
gewährleistet. Aquaporine sind Proteine, die sich in Membranen zu Tetrameren 
zusammenlagern und Poren für den bidirektionalen Wassertransport bilden. 
Insbesondere Aquaporin-4 spielt für den Wasserhaushalt des Gehirns eine wichtige 
Rolle (Amiry-Moghaddam et al. 2004, Jacob et al. 2007, Nag et al. 2009). Aminosäuren 
können über mehrere Systeme transportiert werden. Der Transport aus der Zirkulation 
in das Hirnparenchym erfolgt über die Transporter L1 und y
+
. Der Transport aus dem 
Hirnparenchym ins Blut verläuft in der Regel gegen den Konzentrationsgradienten und 
wird durch Na
+
-abhängige Transportersysteme durchgeführt, insbesondere sind die 
EAAT-Transporter zu nennen, die die potentiell neurotoxische Aminosäure Glutamat 
aus dem Hirngewebe in die Endothelzellen und von dort ins Blut befördern (Zlokovic 
2008). Weitere Transportsysteme ermöglichen unter anderem den Transfer von Ionen, 
Vitaminen oder IgG. Auch inflammatorisch wirksame Zytokine, wie TNF-α oder IL-1β 
können durch spezifische Transporter die BHS passieren (Banks 2005, Pan & Kastin 
2008, Banks & Erickson 2010). Die BHS bildet eine dichte Barriere gegen die Diffusion 
hydrophiler Substanzen. Lipophile Moleküle können jedoch durch die Zellmembran der 
Endothelzellen diffundieren. Für eine Vielzahl solcher Substanzen gibt es 
entsprechende Efflux-Transporter, um die Passage durch die BHS zu verhindern bzw. 
um eingedrungene Stoffe auszuschleusen (Daneman 2012). 
 




Abbildung 2: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke  
(nach Daneman 2012) 
Die Endothelzellen der BHS bilden untereinander Tight Junctions aus, welche durch 
Transmembranmoleküle wie die Claudine, das Occludin oder JAM-1 gebildet werden und über 
Adapterproteine wie die Zona-Occludens-Proteine oder JACOP mit dem Zytoskelett verknüpft sind. Die 
Endothelzellen sind an der abluminalen Seite über N-Cadherin mit Perizyten verbunden. Beide Zelltypen 
sind in eine Basallamina aus extrazellulärer Matrix eingebettet. Die Blutgefäße der BHS werden nahezu 
vollständig von Astroglia-Pseudopodien umhüllt. 
AE Astroglia-Pseudopodium (Astroglia-Endfüßchen), BL Basallamina, EZ Endothelzelle, PZ Perizyt 
 
Neben den zellulären Komponenten bildet extrazelluläre Matrix (EZM) in Form von 
Basalmembranen einen weiteren wichtigen Bestandteil der BHS. Die EZM kann im 
Wesentlichen in Basalmembranen und interstitielle Matrix unterschieden werden. Die 
interstitielle Matrix, die der Verbindung von Zellen im Gewebe dient, ist im 
Hirnparenchym nur schwach ausgeprägt, die Stützfunktion im Gewebe übernehmen 
maßgeblich die Astroglia (Engelhardt & Sorokin 2009). Die Basalmembranen im ZNS 
werden hauptsächlich aus Glykoproteinen gebildet, wobei Laminin und Kollagen IV 
parallel Netzwerke bilden, welche durch Nidogen und Heparansulfat-Proteoglykane 
verknüpft werden (Hallmann et al. 2005). Zusätzlich sind verschiedene andere Proteine 
mit spezifischen Funktionen in diese Netzwerke eingebaut. Im Gehirn können zwei 
unterschiedliche Typen von Basalmembranen, die kleine Hirngefäße umgeben, 
unterschieden werden. Die Endothel-Basalmembranen schließt sich direkt an das 
Endothel der Gefäße an. Die Astroglia-Basalmembran und die leptomeningeale 
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Basalmembran werden als Parenchym-Basalmembranen zusammengefasst und 
begrenzen das Hirnparenchym. Um Venolen und Postkapillar-Gefäße bilden diese 
Basalmembranen zwei parallele Schichten, zwischen denen sich ein meningeales 
Epithel befindet. Die verschiedenen Basalmembranen im Bereich der BHS 
unterscheiden sich in ihrer molekularen Zusammensetzung. So enthält die Endothel-
Basalmembran die Laminin-Isoformen 411 und 511, deren Ketten vom Typ α4 und α5 
durch Endothelzellen des ZNS produziert werden, während die Parenchym-
Basalmembranen die Laminin-Isoformen 111 und 211 mit den Ketten α1 und α2 
enthalten, die von leptomeningealen Zellen bzw. Astroglia-Pseudopodien gebildet 
werden. Auch die verknüpfenden Heparansulfat-Proteoglykane unterscheiden sich in 
den verschiedenen Basalmembranen (Engelhardt & Sorokin 2009, Sixt et al. 2001). Im 
Bereich der Hirn-Kapillaren verschmelzen die Endothel- und die Parenchym-
Basalmembranen, was sich beispielsweise in der parallelen Expression von Laminin α4, 
α5 und α1 darstellt, und formen eine Basalmembran. Die Basalmembranen bilden die 
stützende Auflage des Endothels. 
Die transzellularen Zwischenräume der Endothelzellen werden durch ein Netz aus Tight 
Junctions verschlossen. Dadurch entsteht eine Diffusionsbarriere zwischen Blut und 
Gewebe. Die Tight Junctions werden durch unterschiedliche Moleküle gebildet. 
Occludin, Claudin-5 und -12, JAM-1, JACOP sowie die Zona-Occludens-Proteine ZO-1 
und ZO-2 sind die wesentlichen Moleküle zur Bildung der Tight Junctions und ihrer 
Verankerung am Aktin-Zytoskelett der Endothelzellen. Zusätzlich sind die Zellen durch 
Adherens Junctions aus Cadherinen und Cateninen miteinander verbunden. 
Gemeinsam mit den Endothelzellen, der Basalmembran und den Perizyten bilden die 
Gliazellen und die Neuronen die neurovaskuläre Einheit. Diese funktionelle Einheit 
erhält die Homöostase für eine optimale neuronale Aktivität (Nag et al. 2011). 
Nicht alle Bereiche des ZNS sind durch eine BHS abgeschlossen. An den CVO finden 
beispielsweise die Abgabe von Hormonen und die Detektion von Toxinen statt, was 
einen direkten Kontakt zur systemischen Zirkulation erfordert (Aumüller 2007). Zu den 
CVO gehören unter anderem die Area postrema, die Ementia mediana und die 
Neurohypophyse. 
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1.4. Die Rolle von MMP bei akuter Neuroinflammation 
Die EZM bildet Strukturen mit besonderen mechanischen Eigenschaften aus. Sie trägt 
mit ihrer Stützfunktion zu Festigkeit, Stabilität, Elastizität und Formgebung von 
Geweben und Organen bei und beeinflusst die Kommunikation der Zellen mit ihrer 
Umgebung. In Form der Basalmembran bilden EZM-Moleküle einen wesentlichen 
Bestandteil der BHS. Um die Migration von Zellen oder physiologische Umbauprozesse 
in verschiedenen Geweben des Körpers zu ermöglichen, kann die EZM durch 
zahlreiche gewebeabbauende Enzyme wie MMP degradiert werden. MMP spielen eine 
wichtige Rolle bei der Öffnung der BHS während neuroinflammatorischer oder 
neurodegenerativer Prozesse (Rosenberg 2009, Daneman 2012).  
MMP sind zink- und calciumabhängige Endopeptidasen, durch die die Spaltung 
verschiedener Peptidbindungen katalysiert wird. MMP sind strukturell und funktionell 
verwandt und gehören zur Metzinkin-Gruppe der Proteasen mit einem konservierten 
Methioninrest und einem Zinkion im aktiven Zentrum. Derzeit sind mehr als zwanzig 
verschiedene MMP bekannt, die in verschiedene Gruppen eingeteilt werden, darunter 
Kollagenasen, Gelatinasen, membrangebundene MMP und andere. MMP sind in der 
Lage, verschiedene Substrate zusätzlich zu den namensgebenden Substraten abzubauen. 
Beispielsweise degradieren die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 neben Gelatine auch 
Kollagen, Laminin, Aggrekan und weitere Bindegewebsproteine. Die wichtigsten 
Funktionen sind der Abbau von EZM und die Sheddase-Funktion zur Abspaltung und 
Aktivierung von Signalmolekülen auf der Zelloberfläche (Snoek-van Beurden & Von 
den Hoff 2005, Nag et al. 2009, Woessner & Nagase 2000, Page-McCaw et al. 2007). 
Die verschiedenen MMP besitzen eine ähnliche Struktur mit vier funktionell wichtigen 
Hauptdomänen. Die katalytische Domäne enthält das aktive Zentrum, dessen Funktion 
zinkabhängig ist. Die Propeptid-Domäne enthält einen Cystein-Rest, der an das Zink 
des aktiven Zentrums bindet und die Aktivität inhibiert. Daneben gibt es eine 
hämopexinähnliche Domäne, die für die Bindung des Substrat oder von TIMP-
Molekülen (tissue inhibitor of metalloproteinases) wichtig ist, sowie eine 
Transmembran-Domäne (Rosenberg 2009). 
Die Aktivität von MMP wird auf verschiedenen Ebenen kontrolliert. Die erste Ebene ist 
die Kontrolle der Expression. In verschiedenen Geweben werden manche MMP 
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konstitutiv in ihrer inaktiven Proform exprimiert, beispielsweise MMP-2 im 
Hirngewebe (Candelario-Jalil et al. 2009). Andere MMP werden nur infolge eines 
Stimulus exprimiert. Unter den Signalwegen, die die MMP-Expression beeinflussen, ist 
der cAMP-Signalweg, dessen Aktivierung eine verstärkte Expression verschiedener 
MMP bewirkt (Hasan & Nakajima 1999, Alper et al. 2001, Shankavaram et al. 2001, 
Melnikova et al. 2006, Lai et al. 2003, Guo et al. 2010).  
Die zweite Ebene der Kontrolle der MMP-Aktivität ist die Aktivierung der Proform. In 
Abbildung 3 ist diese am Beispiel von MMP-1 dargestellt (Birkedal-Hansen et al. 
1993). MMP werden als Zymogen exprimiert. Die Propeptid-Domäne ist über eine 
Thiol-Bindung an das Zink im aktiven Zentrum gebunden (cystein-switch), wodurch 
eine für die Enzymaktivität notwendige Anlagerung von Wasser verhindert wird. Bei 
der Aktivierung des MMP-Moleküls wird zunächst die Cystein-Bindung an das Zink 
des aktiven Zentrums gelöst und in einem weiteren Schritt die Prodomäne 
autoproteolytisch entfernt. Somit entsteht die vollständig aktivierte MMP (Snoek-van 
Beurden & Von den Hoff 2005, Rosenberg 2009). 
 
 
Abbildung 3: Aktivierung des Zymogens von MMP-1 
(modifiziert nach Birkedal-Hansen et al. 1993) 
Bei der Aktivierung der MMP-Proform (A) wird zunächst die Cystein-Bindung an das Zinkion des 
aktiven Zentrums gelöst. Es erfolgt die Anlagerung von Wasser an das Zinkion, wodurch die katalytische 
Aktivität ermöglicht wird (B). In einem weiteren Schritt wird die Prodomäne autoproteolytisch entfernt. 
Somit entsteht das vollständig aktivierte MMP-Molekül (C).  
 
Die Aktivierung von MMP-Proformen erfolgt durch Proteasen, wie andere MMP, 
Plasmin oder die Plasminogenaktivatoren tPA und uPA. Plasmin aktiviert 
beispielsweise die Proformen von MMP-3 und MMP-14 (Abbildung 4). MMP-3 kann 
wiederum MMP-9 aktivieren. MMP-14 ist in der Lage, in einem Komplex mit TIMP-2 
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die Proform von MMP-2 zu aktivieren. Unter oxidativen Bedingungen ist zudem eine 
protease-unabhängige Aktivierung der MMP ohne Abspaltung der Pro-Domäne 
möglich. Dabei kann die Thiol-Bindung zwischen Cystein und Zink gelöst werden, 
wodurch das aktive Zentrum zugänglich wird und somit eine Proteaseaktivität ohne die 
Abspaltung der Pro-Domäne ermöglicht wird (Gu et al. 2002, Meli et al. 2003, Lehner 
et al. 2011, Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005, Candelario-Jalil et al. 2009, Nag 
et al. 2009). 
Eine dritte Ebene der Aktivitätskontrolle besteht in der Regulierung durch die 
körpereigenen MMP-Inhibitoren TIMP-1, -2, -3 und -4 sowie das Serumprotein α2-
Makroglobulin. Die wichtigsten Faktoren zur Regulierung der MMP-Aktivität im 
Gewebe sind die vier Mitglieder der TIMP-Familie. Jeder TIMP kann prinzipiell die 
Aktivität aller MMP durch Bildung nicht-kovalenter Komplexe inhibieren. Die Affinität 
der TIMP für bestimmte MMP ist allerdings unterschiedlich. MMP-2 wird 
beispielsweise von TIMP-2, MMP-9 von TIMP-1 stärker inhibiert. Während TIMP-1,   
-2 und -4 als lösliche Mediatoren sezerniert werden, ist TIMP-3 an Moleküle der EZM 
gebunden und hat somit eine lokal begrenzte Wirkung (Brew et al. 2000, Nag et al. 
2009, Rosenberg 2009). 
 
Abbildung 4: Kaskade der MMP-Aktivierung 
(modifiziert nach Candelario-Jalil et al. 2009) 
Die Proformen von MMP-3 und MMP-14 können durch Plasmin aktiviert werden. Die Proform von 
MMP-9 kann wiederum von MMP-3, aber auch durch die oxidative Wirkung von freien Radikalen, wie 
dem Stickstoffmonoxid-Radikal, aktiviert werden. MMP-2 wird in einem zellgebundenen Komplex mit 
MMP-14 und TIMP-2 in die aktive Form überführt. 
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Der Abbau von EZM durch MMP ist für eine Vielzahl physiologischer Prozesse von 
Bedeutung, wie beispielsweise während der Embryonalentwicklung, der Wundheilung, 
der Angiogenese oder der Remodellierung von Knochengewebe. Zudem stellen MMP 
wichtige Faktoren in der Pathophysiologie unter anderem der rheumatoiden Arthritis, 
der Osteoarthritis, der Parodontitis, des Ulkus, bei kardiovaskulären Krankheiten oder 
bei neurodegenerativen Erkrankungen dar (Dew et al. 2000, Page-McCaw et al. 2007, 
Gomis-Ruth 2009, Rosenberg 2009). 
Während neuroinflammatorischer Prozesse wie der Reperfusion nach einer Ischämie, 
einer SE oder einer akuten Exazerbation der multiplen Sklerose kommt es zur 
Schädigung der BHS durch MMP. Dabei werden die Tight Junctions und die 
Komponenten der Basallamina degradiert und die Funktion der BHS gestört, woraus 
entsprechende Beeinträchtigungen der neurologischen Funktion resultieren können 
(Nag et al. 2009, Rosenberg 2009, Dal-Pizzol et al. 2013).  
MMP werden in allen Elementen der neurovaskulären Einheit exprimiert. Allerdings 
gibt es Unterschiede der Expression einzelner MMP durch die verschiedenen Zellen. 
Astroglia exprimieren bevorzugt MMP-2 und MMP-14. Aktivierte Endothelzellen 
bilden verstärkt MMP-9. Aktivierte Mikroglia produzieren MMP-9 und haben eine 
erhöhte mRNA-Expression für MMP-1, MMP-2, MMP-14 und weitere MMP (Nag et 
al. 2011, del Zoppo et al. 2012, Nuttall et al. 2007). Auch bei neurodegenerativen 
Erkrankungen wie der Alzheimer- oder der Parkinson-Krankheit, die mit dem Verlust 
von Neuronen einhergehen, konnten veränderte MMP-Expressionsmuster beobachtet 
werden (Rosenberg 2009). 
Neben den MMP gibt es weitere Proteasen, die in inflammatorischen Prozessen eine 
Rolle spielen können. Dazu zählen die mit den MMP verwandten, membrangebundenen 
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1.5. Die Phosphoinositid-3-Kinasen der Klasse I 
1.5.1. Einteilung und Funktionen der Phosphoinositid-3-Kinasen 
Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) sind eine Gruppe von 
Signaltransduktionsproteinen. Die namensgebende Kinase-Aktivität ermöglicht den acht 
bekannten Isoformen, Phosphoinositide an der D3-Position des Inositolringes zu 
phosphorylieren. Alle PI3K weisen substantielle Homologien in ihren Lipid-Kinase-
Domänen auf. Die Isoformen werden aufgrund ihrer Substratspezifität in die Klassen I, 
II und III eingeteilt. Die PI3K der Klasse I sind heterodimere Proteine, die aufgrund 
ihrer Molekülstruktur weiter in die Klassen IA und IB unterteilt werden. Die Klasse IA 
enthält die Isoformen PI3Kα, PI3Kβ und PI3Kδ, deren Aktivierung bevorzugt durch 
Rezeptorthyrosinkinasen erfolgt (Hawkins et al. 2006). PI3Kβ kann auch durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert werden (Guillermet-Guibert et al. 
2008). Die katalytischen Untereinheiten p110α, p110β und p110δ sind jeweils an eine 
der regulatorischen Untereinheiten p85α, p55α, p50α, p85β oder p55γ gebunden. PI3Kγ 
stellt das einzige bekannte Mitglied der Klasse IB dar und wird insbesondere durch 
GPCR, wie beispielsweise Chemokinrezeptoren, aktiviert (Stoyanov et al. 1995, 
Rommel et al. 2007). Die katalytische Untereinheit p110γ kann an die regulatorischen 
Untereinheiten p101 oder p84/p87 gebunden sein. Die Hauptfunktion der 
regulatorischen Untereinheit ist die Rekrutierung der katalytischen Untereinheit an 
membrangebundene Rezeptoren, Proteininteraktionspartner bzw. Substrate. Die 
katalytischen Untereinheiten aller PI3K der Klasse I besitzen eine RAS-Bindedomäne. 
Für p110α, p110γ und p110δ konnte eine RAS-abhängige Aktivierung gezeigt werden 
(Rodriguez-Viciana et al. 2004). Eine Vielzahl an zellmembrangebundenen Rezeptoren 
aktiviert die PI3K der Klasse I, darunter sind Rezeptoren für verschiedene 
Wachstumsfaktoren, Hormone, Entzündungsmediatoren, Neurotransmitter und andere 
Agonisten (Hawkins et al. 2006, Fruman & Bismuth 2009). 
Die thyrosinkinaseabhängige Aktivierung von PI3K der Klasse IA erfolgt über die 
direkte Bindung der regulatorischen Untereinheit an den aktivierten Rezeptor. Die 
GPCR-abhängige Aktivierung von PI3Kγ und PI3Kβ erfordert die Dissoziation des 
heterotrimeren G-Proteins in die Teile Gα und Gβγ. Die Rekrutierung von PI3Kγ erfolgt 
durch die Bindung von Gβγ an die regulatorische Untereinheit. Gleichzeitig spielt auch 
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die Bindung von RAS-GTP an die katalytische Untereinheit eine wichtige Rolle für die 
vollständige Aktivierung der PI3Kγ-Lipid-Kinase-Aktivität (Hawkins et al. 2006, Suire 
et al. 2006). 
Alle PI3K der Klasse I sind in der Lage, Phosphoinositid-4,5-biphosphat (PIP2) zu 
Phosphoinositid-3,4,5-triphosphat (PIP3) zu phosphorylieren. PIP3 ist ein wichtiges 
Sekundärsignalmolekül (Second Messenger) und aktiviert eine Vielzahl 
unterschiedlicher, zelltypspezifischer Signalwege zur Proliferation, Apoptose, 
Differenzierung, Migration, metabolischen Funktionen und Immunreaktionen. Die 
Bindung des membrangebundenen PIP3 erfolgt über die pleckstrin-homologe Domäne 
(PH-Domäne), welche in einer großen Zahl verschiedener Moleküle existiert. Die 
wichtigsten Zielmoleküle sind die Phosphoinositid-abhängige Kinase (PDK-1) und die 
Proteinkinase B (PKB, heute als AKT bezeichnet). Aufgrund der Rekrutierung durch 
PIP3 an die Zellmembran kann AKT durch PDK-1 am Thr-308 und durch mTORC2 am 
Ser-473 phosphoryliert werden (Alessi et al. 1997, Sarbassov et al. 2005). Die 
Aktivierung von AKT löst eine Vielzahl an Signalkaskaden zur Steuerung von 
Stoffwechselvorgängen, Proliferation, Zellwachstum und Zellüberleben aus (Sasaki et 
al. 2007, Hawkins et al. 2006, Hirsch et al. 2007). Die Termination des PIP3-Signales 
erfolgt durch Phosphatasen. Die wesentlichen Regulatoren sind die Phosphatase und 
Tensin-Homolog (PTEN) und die SRC-Homologie-2-Domänen-enthaltende Inositol-
Polyphosphat-5-phosphatase (SHIP). Durch PTEN, den direkten Gegenspieler der PI3K 
Klasse I, wird PIP3 zurück zu Phosphoinositid-4,5-biphosphat dephosphoryliert. SHIP 
entfernt hingegen den Phosphatrest an der D5-Position des Inositolringes und bildet 
Phosphoinositid-3,4-biphosphat, was nicht durch PI3K der Klasse I phosphoryliert 
werden kann (Hawkins et al. 2006). 
Die Lipid-Kinase-Aktivität stellt nicht die einzige Funktion von PI3K der Klasse I dar. 
Zusätzlich verfügen alle Mitglieder dieser Klasse über eine Proteinkinase-Aktivität 
(Carpenter et al. 1993, Dhand et al. 1994, Walker et al. 1999, Naga Prasad et al. 2005). 
PI3Kγ besitzt zudem eine Gerüstfunktion, bei der über eine direkte Protein-Protein-
Interaktion die cAMP-degradierende Funktion verschiedener Phosphodiesterasen (PDE) 
aktiviert wird (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011, Hirsch et al. 2009, Ghigo et al. 
2012). Eine ähnliche kinase-unabhängige Gerüstfunktion wurde auch für PI3Kβ 
nachgewiesen (Jia et al. 2008, Ciraolo et al. 2008).  
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Die katalytischen PI3K-Untereinheiten p110α und p110β werden ubiquitär exprimiert. 
Homozygot p110α- bzw. p110β-negative Mäuse sterben bereits im Embryonalstadium 
(Bi et al. 1999, Bi et al. 2002). Ebenso führt der Knockout des PIK3R1-Genes, das die 
regulatorischen Untereinheiten p85α, p55α und p50α kodiert, zu embryonaler Letalität, 
wohingegen p85β-defiziente Tiere lebensfähig sind (Hawkins et al. 2006). Die 
Expression von p110γ und p110δ ist gewebespezifisch, hauptsächlich in Zellen des 
Immunsystems und des Herz-Kreislaufsystems (Herzmuskel-, Gefäßmuskel-, 
Endothelzellen). Mäuse mit einem genetischen Knockout für p110γ oder p110δ sind 
lebensfähig, weisen aber verschiedene Veränderungen, insbesondere bei der Reaktion 
auf pathophysiologische Bedingungen, auf (Hirsch et al. 2000, Morello et al. 2009, 
Hawkins et al. 2006, Ghigo et al. 2010).  
 
1.5.2. Funktionen von PI3Kγ  
PI3Kγ, der einzige Vertreter der PI3K Klasse IB, wird nicht ubiquitär exprimiert und 
konnte nur in einigen Organsystemen und Geweben nachgewiesen werden. Dazu 
gehören unter anderem Zellen des hämatopoetischen Systems, wie beispielsweise 
Leukozyten, daneben Zellen von Pankreas, Niere, Leber und Lunge sowie Herz- und 
Skelettmuskelzellen und Endothelzellen (Stoyanov et al. 1995, Go et al. 1998, Hirsch et 
al. 2000, Patrucco et al. 2004). Weiterhin wird PI3Kγ in Zellen des Nervensystems 
exprimiert (König et al. 2010, Spitzenberg et al. 2010). 
Die Aktivierung von PI3Kγ erfolgt durch die Rekrutierung beider Untereinheiten durch 
die dissoziierte βγ-Untereinheit eines Gi-gekoppelten GPCR an die Zellmembran und 
die Interaktion von p110γ mit Ras (Hawkins et al. 2006, Rommel et al. 2007). 
PI3Kγ hat Anteil an verschiedenen pro-inflammatorischen Reaktionen des 
Immunsystems und stellt ein mögliches Ziel zur pharmakologischen Behandlung 
verschiedener Entzündungsreaktionen dar (Rückle et al. 2006). PI3Kγ spielt eine 
wichtige Rolle in Zellen der Immunabwehr bei verschiedenen Vorgängen wie 
Migration, Adhäsion und Chemotaxis, ROS-Bildung, Phagozytose, dem spontanen 
Zelltod von Neutrophilen und weiteren zellulären Reaktionen (Hirsch et al. 2000, 
Weiss-Haljiti et al. 2004, Saudemont et al. 2009, Ferguson et al. 2007, Lehmann et al. 
2009, Kim et al. 2012, Schmidt et al. 2013, Xu et al. 2010). In verschiedenen murinen 
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Krankheitsmodellen wurde ein Einfluss von PI3Kγ auf die Morbidität und / oder 
Mortalität gezeigt. Bei der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE), 
einem Modell für die multiple Sklerose, ist die Expression von PI3Kγ mit einer höheren 
Morbidität und Mortalität verknüpft. Diese Befunde konnten auf eine verringerte 
Migrationsfähigkeit PI3Kγ-defizienter T-Helferzellen zurückgeführt werden (Berod et 
al. 2011). Während der kollagen-induzierte Arthritis, einem Tiermodell zur 
rheumatoiden Arthritis, wurde analog eine verringerte Migration von Neutrophilen in 
die Gelenke und eine geringere Morbidität in PI3Kγ-KO-Tieren bzw. in mit PI3Kγ-
Inhibitoren behandelten Tieren festgestellt (Camps et al. 2005). Der Verlust von PI3Kγ 
verhindert die nahe den aktivierten Chemokinrezeptoren lokalisierte PIP3-Bildung und 
somit die Bildung eines Leitsaums (leading edge). Eine gerichtete Migration entlang 
eines Chemokingradienten wird dadurch behindert (Hannigan et al. 2002, Nombela-
Arrieta et al. 2007). Eine gestörte Migrationsfähigkeit wurde auch bei Neutrophilen, 
Makrophagen und dendritischen Zellen von PI3Kγ-KO-Mäusen in vitro und in vivo 
festgestellt (Hirsch et al. 2000, Sasaki et al. 2000, Del Prete et al. 2004, Rommel et al. 
2007). Insbesondere ist hierbei eine durch Verlust von PI3Kγ verminderte 
Einwanderung von Neutrophilen durch die BHS ins Hirngewebe in einem Schlaganfall-
Modell, der transienten MCAO (middle cerebral artery occlusion), zu erwähnen (Jin et 
al. 2011). PI3Kγ spielt zudem bei der Aktivierung von T-Zellen eine Rolle. Der Verlust 
von PI3Kγ führt zu einer verringerten Zytokinproduktion durch aktivierte T-Zellen. In 
Thymozyten reguliert PI3Kγ die T-Zell-Rezeptor- bzw. GPCR-induzierte Apoptose 
(Sasaki et al. 2000). PI3Kγ ist notwendig für die Degranulation von Mastzellen und hat 
somit Einfluss auf Entzündungsreaktionen und allergische Reaktionen. So sind PI3Kγ-
KO-Mäuse weitgehend gegen allergische Reaktionen geschützt (Laffargue et al. 2002). 
Die für die Pathogenabwehr wichtige Bildung von ROS wird ebenfalls von PI3Kγ 
beeinflusst. Der Bildung von Superoxid-Anionen (O2
-
) als Reaktion auf eine 
Stimulierung mit dem bakteriellen Peptid fMLP ist in PI3Kγ-defizienten Neutrophilen 
verringert (Hirsch et al. 2000, Li et al. 2000, Sasaki et al. 2000). Superoxid-Anionen 
werden durch den NADPH-Oxidase-Komplex gebildet, dessen Aktivierung durch die 
PKCα-vermittelte Phosphorylierung von p47phox stattfindet. PKCα wiederum wird 
durch die Proteinkinase-Aktivität von PI3Kγ in Reaktion auf eine fMLP-Rezeptor-
Aktivierung phosphoryliert (Stoyanova et al. 1997, Lehmann et al. 2009). Weitere 
Funktionen, an denen PI3Kγ beteiligt ist, sind die Thrombozytenaggregation, die 
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Adhäsion von Leukozyten durch Endothelzellen und die Kontraktilität von 
Gefäßmuskelzellen (Lian et al. 2005, Puri et al. 2005, Le Blanc et al. 2004, Vecchione 
et al. 2005). 
Neben den wichtigen Funktionen bei verschiedenen Immunreaktionen spielt PI3Kγ in 
Herzmuskelzellen eine Rolle bei der Reaktion auf eine pathophysiologische, chronische 
Blutdruckerhöhung und beeinflusst die Kontraktilität (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 
2011). Für diese Untersuchungen wurde neben einem PI3Kγ-KO-Modell ein Modell 
verwendet, bei dem die Kinase-Aktivität von PI3Kγ durch eine Lys833-Arg-
Punktmutation deaktiviert ist, dabei das Molekül p110γ-KD aber exprimiert wird 
(Patrucco et al. 2004). Im Gegensatz dazu wird die katalytische Untereinheit p110γ im 
PI3Kγ-KO-Modell nicht exprimiert (Hirsch et al. 2000). Interessanterweise wurde 
festgestellt, dass die kinase-inaktive Variante von PI3Kγ im untersuchten 
Zusammenhang einen vergleichbaren Phänotyp aufweist wie die unveränderte Wildtyp-
Version, der Verlust von PI3Kγ jedoch zu Abweichungen des Phänotyps führt. Somit 
wurde gezeigt, dass PI3Kγ neben seiner Kinase-Funktion weitere 
Interaktionsmöglichkeiten besitzt (Hirsch et al. 2009). Durch die Interaktion des 
Komplexes p84/87-p110γ mit PKA und PDE3B wird die cAMP-degradierende 
Funktion von PDE3B aktiviert (Abbildung 5). PKA bindet dabei an p110γ, die Bindung 
von PDE3B erfolgt durch p84/87, aber nicht durch die alternative regulatorische 
Untereinheit p101 (Perino et al. 2011). PI3Kγ übt bei dieser Interaktion eine von der 
Kinase-Aktivität unabhängige Gerüstfunktion (Scaffold-Funktion) aus, wodurch PKA 
und PDE3B in engen Kontakt gebracht werden und somit eine verstärkte Aktivierung 
von PDE3B durch PKA ermöglicht wird. Eine vergleichbare Aktivierung von PDE 
durch PKA in einem Kinase-bindenden Protein-Komplex an PI3Kγ wurde zudem für 
PDE3A, PDE4A und PDE4B gezeigt. Die Aktivierung von PDE führt zu einer 
verstärkten Hydrolyse von cAMP zu 5‘-AMP. Somit besitzt PI3Kγ als AKAP (a-kinase 
ancoring protein) einen moderierenden Einfluss auf die lokale Konzentration des 
Second Messengers cAMP und auf nachfolgende Signalwege. Eine Interaktion von 
PI3Kγ findet nur mit bestimmten PDE-Isoformen statt, so wird die Aktivität von 
PDE4D durch den Verlust von PI3Kγ nicht beeinflusst. Zu beachten ist, dass die 
Kinase-Aktivität von PI3Kγ durch die Interaktion mit PKA inhibiert wird, indem eine 
Phosphorylierung von p110γ am Thr-1024 erfolgt (Patrucco et al. 2004, Hirsch et al. 
2009, Perino et al. 2010, Perino et al. 2011, Ghigo et al. 2012). 




Abbildung 5: Übersicht über Scaffold- und Kinase-Funktion von PI3Kγ 
PI3Kγ ist ein Komplex aus p110γ und entweder p84/87 oder p101. Über die Scaffold-Funktion bilden 
p110γ und p84/87 einen Komplex mit PKA und PDE3B. Dadurch wird PDE3B aktiviert und baut den 
Second Messenger cAMP ab (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011). Die PI3K der Klasse I besitzen 
eine Lipidkinase-Funktion und können Phosphoinositid-4,5-biphosphat (PI(4,5)P2) zu dem Second 
Messenger Phosphoinositid-3,4,5-triphosphat (PI(3,4,5)P3) phosphorylieren. Zudem besitzt PI3Kγ eine 
Proteinkinase-Funktion und kann MAP-Kinase-Signalwege aktivieren, insbesondere den ERK-Signalweg 
durch Phosphorylierung der MAPK-Kinase MEK (Bondeva et al. 1998). PI3Kγ kann durch GiPCR 
aktiviert werden, die cAMP-bildende Adenylatcyclase (AC) durch GsPCR (Hawkins et al. 2006, Schmidt 
et al. 2005). Die Kinase-Aktivität von PI3Kγ wird infolge der Bindung von PKA inhibiert (Perino et al. 
2011). 
 
Die in Kardiomyozyten beschriebene Gerüstfunktion von PI3Kγ wurde in unserer 
Arbeitsgruppe auch in Mikroglia festgestellt, wo ein Einfluss der cAMP-Konzentration 
auf die Phagozytoseaktivität besteht (Schmidt et al. 2013). Die Beseitigung von 
Pathogenen und totem Zellmaterial durch Phagozytose ist eine wichtige Aufgabe von 
Immunzellen wie Makrophagen oder Mikroglia. Eine erhöhte cAMP-Konzentration, die 
in PI3Kγ-defizienten Mikroglia bzw. infolge einer Inhibition der PDE-Aktivität 
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1.6. Zielstellung der Arbeit 
Ein SIRS bzw. eine Sepsis stellt ein komplexes pathophysiologisches Geschehen dar, 
das die Funktion der verschiedenen Organsysteme beeinträchtigen und zu deren 
Versagen und in letzter Konsequenz durch Multiorganversagen zum Tod führen kann. 
Eine Beeinträchtigung bzw. ein Verlust von Funktionen des ZNS treten in bis zu 70% 
der Patienten mit einer schweren Sepsis auf und werden unter der Symptomatik der SE 
zusammengefasst. Das Auftreten einer SE ist mit einer höheren Mortalität und 
Morbidität der Patienten assoziiert.  
Ein Kernpunkt der Entwicklung einer SE ist der bereits in einer frühen Phase der 
Erkrankung eintretende Verlust der Integrität der BHS infolge des 
neuroinflammatorischen Geschehens. Daraus kann sich ein Verlust der für die 
neurologische Funktion wichtigen Homöostase ergeben. Der in den vorigen Abschnitten 
dargelegte Wissensstand deutet auf einen möglichen Einfluss von PI3Kγ auf die 
Expression von MMP durch die inhibierende Wirkung von PI3Kγ auf cAMP-abhängige 
Signalwege. MMP sind in der Lage, die extrazellulären Komponenten der BHS 
abzubauen. Insbesondere im Hinblick auf die degradierende Wirkung von MMP auf 
Strukturen der BHS bei der Entwicklung der SE ist ein möglicher regulierender Einfluss 
von PI3Kγ auf die Expression von MMP von Interesse. Dadurch könnte die kinase-
unabhängige Funktion von PI3Kγ eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer 
SE infolge einer systemischen Entzündungsreaktion spielen. 
Zielsetzung der Arbeit war, die Funktion von PI3Kγ bei der Entwicklung der SE zu 
untersuchen. Ausgangspunkt war der Nachweis von PI3Kγ in Zellen des ZNS, 
insbesondere in Mikroglia (Jin et al. 2010b, Schmidt et al. 2013). Zudem wurde gezeigt, 
dass PI3Kγ eine wichtige Rolle für verschiedene Funktionen von Immunzellen spielt 
(Costa et al. 2011) und eine regulierende Wirkung auf die Expression von MMP in 
Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten hat (Guo et al. 2010). 
In der vorliegenden Arbeit sollte nunmehr untersucht werden, ob eine Regulation der 
MMP-Expression durch PI3Kγ in Mikroglia besteht und ob der Verlust von PI3Kγ zu 
einer verstärkten Schädigung der BHS-Funktion in vivo führt. Die Untersuchung wurde 
anhand von drei Thesen geführt:  
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Zum Ersten wurde die These aufgestellt, dass PI3Kγ die BHS-Integrität während LPS-
induzierter neuroinflammatorischer Prozesse beeinflusst. PI3Kγ hat Einfluss auf 
inflammatorische Prozesse in Immunzellen und spielt eine Rolle bei der Pathogenese 
verschiedener mit Entzündungsreaktionen assoziierter Krankheiten (Ghigo et al. 2010). 
Ein Einfluss von PI3Kγ auf entzündliche Prozesse während der Pathogenese der SE ist 
wahrscheinlich und sollte deshalb in einem in-vivo-Modell untersucht werden. Für die 
mechanistischen Untersuchungen zu den Auswirkungen eines SIRS auf die BHS kam 
ein gut definierbares Maus-Modell zur Anwendung, das auf der Injektion des 
Pathogenbestandteiles LPS basierte und somit in Bezug auf den zeitlichen Verlauf und 
die Auswirkungen eine gute Reproduzierbarkeit bot. 
Die zweite These besagt, dass PI3Kγ die MMP-Expression in Mikroglia über die 
kinase-unabhängige Scaffold-Funktion moderiert. Die Bildung von MMP in der 
vaskulären Einheit infolge einer Entzündungsreaktion trägt wesentlich zur Schädigung 
der BHS bei der SE bei. Verschiedene MMP können durch Mikroglia exprimiert 
werden (Rosenberg 2009, del Zoppo et al. 2012, Nuttall et al. 2007, Candelario-Jalil et 
al. 2009). Mikroglia sind Zellen mesodermalen Ursprungs und exprimieren PI3Kγ 
(Kettenmann et al. 2011, Tambuyzer et al. 2009, Jin et al. 2010b). In Kardiomyozyten 
wurde eine moderierende Wirkung der kinase-unabhängigen Scaffold-Funktion von 
PI3Kγ auf die MMP-Expression gezeigt (Guo et al. 2010). In Mikroglia-Zellkulturen 
sollte der Einfluss von PI3Kγ auf die MMP-Expression in vitro untersucht werden. 
Die dritte These sagt aus, dass eine Aktivierung des cAMP-PKA-Signalweges in 
Mikroglia zu einer erhöhten Expression von MMP führt. Die kinase-unabhängige 
Funktion von PI3Kγ bewirkt über die PDE-Aktivierung eine Verringerung der cAMP-
Konzentration in Mikroglia (Schmidt et al. 2013). Die Expression verschiedener MMP 
wird durch eine Aktivierung des cAMP-Signalweges verstärkt (Hasan & Nakajima 
1999, Alper et al. 2001, Shankavaram et al. 2001, Melnikova et al. 2006, Lai et al. 
2003, Guo et al. 2010). Der Zusammenhang zwischen der erhöhten cAMP-
Konzentration in PI3Kγ-defizienten Mikroglia und der Expression von MMP sollte in 
vitro untersucht werden.   
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2. Materialien und Methoden 
 
2.1. Verwendete Materialien und Versuchstiere 
2.1.1. Chemikalien 
Die für diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, 
von den Firmen Sigma (USA), Fluka (D), Roth (D), Serva (D) und Merck (D) bezogen 
und lagen im Reinheitsgrad p.A. vor. 
 
2.1.2. Puffer und Lösungen 
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Lösungen in doppelt 
deionisiertem Wasser angesetzt. Zur Bereitstellung wurde eine Millipore Synergy UV 
Anlage (Millipore, USA) verwendet. 
Als Basis verschiedener Lösungen, als Waschpuffer in verschiedenen Anwendungen 
und für die Zellkultur wurde phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS: 100 mM NaCl, 
20 mM NaH2PO4, 80 mM Na2HPO4, pH 7,5) verwendet. Die Zusammensetzung aller 
anderen Puffer und Lösungen wird in den jeweiligen Protokollen beschrieben. 
 
2.1.3. Inhibitoren und Agonisten 
In Tabelle 1 sind die verwendeten Inhibitoren und Stimulanzien aufgeführt. 
Lipopolysaccharid (LPS) wurde in PBS gelöst. Von den in DMSO gelösten Stoffen 
wurden Stammlösungen so hergestellt, dass die DMSO-Endkonzentration im 
Kulturmedium 0,1% nicht überstieg. 
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Tabelle 1: Inhibitoren und Agonisten 
Substanz Hersteller / Quelle Konzentration (Stammlösung) 
IBMX Sigma (USA) 500 mM in DMSO 
Cilostamid Sigma (USA) 10 mM in DMSO 
H89 Enzo Life Science (USA) 10 mM in DMSO 
LPS von Escherichia 
coli 055:B5 
Sigma (USA) 
100 µg/ml für in-vitro-Versuche 
2,5 mg/ml für in-vivo-Versuche 
in PBS 
Forskolin Enzo Life Science (USA) 10 mM in DMSO 
 
2.1.4. Tiere und Primärzellen 
Für in-vivo-Versuche und die Präparation von Mikroglia wurden C57BL/6J-Mäuse 
verwendet. Neben dem als Kontrollstamm dienenden Wildtyp kamen ein PI3Kγ-
defizienter Knockout-Stamm (KO) (Hirsch et al. 2000) und ein Knockin-Stamm (KD) 
(Patrucco et al. 2004) zum Einsatz. Durch eine gerichtete Punktmutation wird in PI3Kγ 
des PI3Kγ-KD-Stammes anstelle des Lysin-833 Arginin exprimiert, wodurch die 
Kinaseaktivität verloren ist. Der PI3Kγ-KO- und PI3Kγ-KD-Stamm waren seit mehr als 
zehn Generationen auf den C75BL/6J-Stamm zurückgekreuzt. 
Die Tierhaltung erfolgte gemäß den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes an 
den Standorten des Jenaer Instituts für Versuchstierkunde (IVTK) unter 
standardisierten, spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen mit 12 h Tag-Nacht-
Rhythmus bei konstanter Temperatur und Luftfeuchte sowie Wasser und Standardfutter 
ad libitum. Die Terminalexperimente wurden vom Thüringer Kultusministerium 
genehmigt. Für Tierexperimente verwendete Weibchen wurden zur Angleichung des 
Geschlechtszyklus für drei Tage auf Streu von Männchen gesetzt, um die Proöstrus-
Phase einzuleiten. Das Erreichen der Proöstrus-Phase wurde durch visuelle 
Begutachtung der Vaginalöffnung kontrolliert (Byers et al. 2012). 
 




2.2.1. Kultivierung von Mikroglia und BV2-Zellen 
Als Mikroglia-Kulturmedium für primäre Mikroglia und die BV2-Zelllinie wurde 
Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM, high glucose, Sigma, USA) mit 
thermisch inaktiviertem fetalen Kälberserum (fetal calf serum – FCS, 10%v/v), Penicillin 
(100 units/ml), Streptomycin (100 µg/ml) und Amphotericin B (2,5 µg/ml) verwendet. 
Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturflaschen bzw. Mehr-well-Platten der Firma 
Greiner (D) in Inkubatoren der Firma Heraeus (D) bei 37 °C und CO2-angereicherter 
Atmosphäre (5% CO2). Zum Ablösen konfluenter BV2 wurden die Zellkulturen für 
5 min mit Trypsin (0,05%m/v Trypsin, 0,02%m/v EDTA in PBS, PAA, D) inkubiert und 
leicht geschüttelt. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon
TM
-Röhrchen (BD Bioscience, 
USA) überführt. Nach einer Zentrifugation (500 xg, 5 min in der Centrifuge 5416, 
Eppendorf, D) wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und die Suspension 
zur Passagierung 1:10 verdünnt bzw. gezählt und für Experimente benutzt. BV2 wurden 
bis zur 15. Passage verwendet. Für Versuche wurden, sofern nicht anders angegeben, in 
6-well-Platten 250000 Zellen/well mit je 2 ml Medium, in 96-well-Platten 
10000 Zellen/well mit je 100 µl Medium kultiviert und nach dem Adhärieren über 
Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. 
 
2.2.2. Präparation von primären Mikroglia 
Primäre Mikroglia wurden aus Großhirnanteilen neugeborener Mäuse (Tag eins bis drei 
nach der Geburt) gewonnen. Nach der Dekapitation wurde das Gewebe isoliert, 
zerkleinert, mit Dissoziationsmedium (20 mM Hepes, 0,05%m/v Trypsin, 700 µM 
EDTA, 12 µg/ml DNase in DMEM) resuspendiert und für 20 min bei 37 °C inkubiert. 
Nach Überführung in Mikroglia-Kulturmedium und Homogenisierung der 
Zellsuspension erfolgte eine Kultivierung (37 °C, 5% CO2) der erhaltenen Astroglia-
Mikroglia-Mischkultur für 14 Tage. Das Kulturmedium wurde wöchentlich gewechselt. 
Zur Isolation der Mikroglia-Zellen aus der Mischkultur wurde diese Zellpopulation mit 
EDTA (2 mM in PBS) unter leichtem Schütteln von der Astroglia-Monoschicht 
abgelöst. 
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2.2.3. Posttranskriptionale Geninaktivierung von p110γ mittels RNA-
Interferenz 
Für die genetische Inaktivierung der katalytischen Untereinheit von PI3Kγ in BV2-
Zellen wurde die PEI-Transfektionsmethode (Sauer et al. 2008) mit Plasmid-pLKO.1-
Vektoren (Sigma-Aldrich, D) angewandt. Neben den Verpackungsplasmiden (pRev, 
pEnv-VSV-G und pMDLg) und einem Puromyzin-Resistenz-Gen war in den Vektoren 
eine shRNA gegen p110γ bzw. eine ungerichtete shRNA kodiert. Zur Produktion 
lentiviraler Partikel wurden HEK293T-Zellen verwendet. Diese Zellen wurden bis zu 
einer Konfluenz von ca. 40% in 6-well-Platten inkubiert. Die Transfektion mit dem 
Plasmid pLKO.1 (4 µg/ml in DMEM) wurde mit Hilfe von PEI (2,5 µg/µg DNA) 
durchgeführt. Die Zellen wurden für mindestens 4 h inkubiert. Danach wurde das 
Medium durch frisches DMEM mit thermisch inaktiviertem fetalen Kälberserum 
(10%v/v) ersetzt. Nach 24 h und 48 h wurden die Kulturüberstände jeweils 
abgenommen, sterilfiltriert (Filtropur S 0,2 µm, Sarstedt, D) und konzentriert (Amicon 
Ultracel-30, Millipore, USA). 
Für die Infektion der Zielzellen wurden je 5000 Zellen über Nacht in 12-well-Platten 
kultiviert. Nach der Zugabe von Polybren (8 µg/ml) wurde die Virussuspension auf die 
Zellen gegeben, die Platte zentrifugiert (500 xg, 60 min in der Heraeus Multifuge 1S, 
Thermo Scientific, USA) und für 6 h inkubiert. Nach Austausch des Mediums wurden 
die Zellen für 24 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Selektion der infizierten Zellen 
über 14 Tage durch Zugabe von Puromycin (3 µg/ml) zum Kulturmedium. 
 
2.2.4. Tierexperimentelles Modell zur Induktion eines SIRS 
In der vorliegenden Arbeit sollten die Auswirkungen einer systemischen 
Entzündungsreaktion (SIRS), unter Berücksichtigung der Aktivität von PI3Kγ, auf die 
Immunzellen des Gehirns und der Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke untersucht 
werden. Zum weitestgehenden Ausschluss interferierender Einflüsse und zur Erreichung 
maximaler Reproduzierbarkeit bei Minimierung des Versuchstieraufwandes wurde ein 
Versuchsmodell mit einer Bolusinjektion einer definierten LPS-Menge gewählt. 
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Für die in-vivo-Untersuchungen wurden 8 bis 12 Wochen alte Tiere verwendet. Die 
Tiere erhielten einmalig eine intraperitoneale Injektion von LPS (10 mg/kg KG, in 
PBS), die Kontrollgruppen bekamen ein äquivalentes Volumen PBS (4 ml/kg KG). 
Zusätzlich wurde 500 µl sterile isotonische Kochsalzlösung subkutan injiziert, um einer 
Dehydratation vorzubeugen. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfügung. 
 
2.2.5. Quantifizierung der BHS-Permeabilität 
Die Quantifizierung der BHS-Permeabilität erfolgte mit Hilfe der Applikation von 
Evans Blue (Comim et al. 2011, Dal-Pizzol et al. 2013, Flierl et al. 2009). Dazu wurde 
den Mäusen 1 h vor dem Töten Evans-Blue-Lösung (4 ml/kg KG, 2% m/v in PBS) in die 
Schwanzvene injiziert. Die Tiere wurden zum vorgegebenen Versuchsende mit 
Isofluoran (2,5% in Sauerstoff) anästhesiert und transkardial mit 40 ml eiskaltem PBS 
über eine Zeitspanne von 12 min perfundiert. Dadurch wurde aus den Hirngefäßen das 
Blut mit dem darin an Albumin gebundenen Evans Blue entfernt. Nachfolgend wurde 
das Hirn entnommen und mit flüssigem Stickstoff eingefroren. Zur Quantifizierung des 
ins Hirngewebe übergetretenen Evans Blue wurde das Gewebe mit Mörser und Stößel 
homogenisiert und mit 50% m/v Trichloressigsäure (4,1 ml/g Hirngewebe) versetzt. Die 
Suspension wurde mit einem Vortexmischer homogenisiert und danach zentrifugiert 
(10000 rpm, 20 min, 4 °C in der Centrifuge 5417R, Eppendorf, D). Nach Mischen von 
einem Teil des Zentrifugationsüberstandes mit drei Teilen Ethanol (96%) wurde die 
Fluoreszenz (Anregung 620 nm, Emission 670 nm) im Photospektrometer (Infinite 
F200, Tecan, CH) gemessen. Die Konzentration wurde anhand einer Standardreihe 
berechnet. 
 
2.2.6. Beurteilung der Morbidität 
Der klinische Schweregrad (clinical severity score – CSS, Gonnert et al. 2011) zur 
Beurteilung der Morbidität wurde anhand von Verhalten und Erscheinungsbild der 
Mäuse mit Hilfe der in Tabelle 2 angegebenen Kriterien bestimmt. 
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Tabelle 2: Einteilung der CSS-Grade  
(gemäß Gonnert et al. 2011) 























keine Reaktion stark gekrümmt 
 
2.2.7. Histologie und Immunhistochemie 
Die Mäuse wurden anästhesiert und zunächst über 6 min mit 20 ml eiskaltem PBS und 
danach über 6 min mit 20 ml eiskalter Paraformaldehyd-Lösung (4% in PBS) 
transkardial perfundiert. Anschließend wurden die Gehirne entnommen und über Nacht 
bei 4 °C in Paraformaldehyd (4% in PBS) inkubiert. Danach folgten die Entwässerung 
in einer Alkoholreihe (50%, 70%, 96% 100% Ethanol, 67% Ethanol + 33% Xylol, 33% 
Ethanol + 67% Xylol, 100% Xylol) und das Einbetten in Paraffin. Schnitte mit einer 
Stärke von 6 µm wurden am Mikrotom HM335E (Microm, D) angefertigt und auf 
Menzel-Gläser Superfrost Plus (Thermo Scientific, USA) überführt. 
Vor der Färbung wurden die Schnitte mittels absteigender Alkoholreihe (dreimal je 
15 min Xylol, 2 min 99% Ethanol, zweimal 2 min 96% Ethanol, 2 min 70% Ethanol, 
2 min 50% Ethanol) entparaffiniert und gewässert. Zur Antigen-Demaskierung wurden 
die Schnitte mit Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0) in der Mikrowelle (750 W, 11 min in     
R-989, Sharp, D) erhitzt und nach Abkühlen dreimal mit PBS gewaschen. Zur 
Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurde eine Blockierungslösung mit 
Rinderserum-Albumin (bovine serum albumin – BSA) und Eselnormalserum verwendet 
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(1% BSA, 0,3% Triton X-100, 10% Eselnormalserum in PBS) und für 1 h inkubiert. 
Die Inkubation mit dem jeweiligen primären Antikörper (Tabelle 3) in 
Antikörperinkubationslösung (1%m/v BSA, 0,3%v/v Triton X-100, 2%m/v 
Eselnormalserum in PBS) erfolgte über Nacht bei 4 °C, gefolgt von dreimaligem 
Waschen in PBS und der Inkubation mit dem jeweiligen sekundären Antikörper für 1 h 
bei 4 °C. Fluoreszenzaufnahmen wurden am Olympus BX61 (Olympus, D). 
aufgenommen. Negativkontrollschnitte wurden in Antikörperinkubationslösung ohne 
Antikörper inkubiert. 
 




Spezies / Typ 
Iba-1 Abcam (UK) 1:250 Ziege, polyklonal 
MMP-2 Novus (UK) 1:100 
Kaninchen, 
polyklonal 
MMP-3 Abcam (UK) 1:75 
Kaninchen, 
polyklonal 
MMP-9 R&D Systems (D) 1:50 Ziege, polyklonal 





Dianova (D) 1:500 
Kaninchen, 
polyklonal 
Alexa Fluor® 488 








Alexa Fluor® 568 
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Zur Detektion apoptotischer und nekrotischer Zellen wurden Färbungen nach der 
TUNEL-Methode mit dem In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, D) 
durchgeführt. Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte gemäß dem 
Herstellerprotokoll behandelt. Die gefärbten Präparate wurden mit Glyceringelatine 
eingedeckt. Als Übersichtsfärbung zur Unterscheidung morphologischer Strukturen 
wurde jeweils an parallelen Schnitten eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 
vorgenommen. Nach der Entparaffinierung erfolgte eine Behandlung mit Hämatoxylin 
für 20 min. Anschließend wurden die Schnitte kurz mit destilliertem Wasser und danach 
je einmal für 3 min und für 10 min mit lauwarmem Leitungswasser gespült. Nach 
erneutem kurzen Spülen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte für 7 min in 
alkoholischer Eosinlösung gefärbt und danach überschüssige Eosinlösung mit 
destilliertem Wasser abgespült. Danach erfolgte eine Entwässerung in aufsteigender 
Alkoholreihe (siehe Seite 36) bis zum Xylol und die Eindeckung mit dem Roti®-
Histokitt II (Roth, D). Die Färbungen histologischer Präparate wurden von Frau Rose-
Marie Zimmer (Institut für Molekulare Zellbiologie) ausgeführt. Die pathologische 
Begutachtung von HE- und TUNEL-Färbungen erfolgte durch Dr. Michael Brodhun 
(Institut für Pathologie, HELIOS Klinikum Erfurt). 
 
2.2.8. Immunzytochemie 
Primäre Mikroglia wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten 12-mm-Deckgläschen 
kultiviert. Im Anschluss an die Kultivierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 
für 20 min in Paraformaldehyd-Lösung (4% in PBS) fixiert. Nach zweimaligem 
Waschen (5 min und 10 min) in PBS wurden die Zellen für 1 h mit ICC-
Blockierungslösung (1% BSA, 0,3% Triton X-100, 10% Ziegennormalserum in PBS) 
behandelt. Danach wurde über Nacht bei 4 °C mit dem primären Antikörper (Tabelle 3) 
in ICC-Antikörperlösung (1% BSA, 0,3% Triton X-100, 2% Ziegennormalserum in 
PBS) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen (5 min und 10 min) in PBS erfolgte die 
Inkubation mit dem sekundären Antikörper (1:500 in ICC-Antikörperlösung) für 1 h. 
Nach erneutem zweimaligen Waschen (10 min und 20 min) in PBS erfolgte eine 
Färbung mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol, 2 µg/ml in PBS) für 5 min. Danach 
wurde die Probe zweimal in PBS gewaschen (5 min und 15 min) und mit Shandon 
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ImmuMount® (Thermo Scientific, USA) auf einen Objektträger aufgebracht. Bilder der 
Präparate wurden am Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen. 
 
2.2.9. Western Blot  
Die Lyse von Zellen bzw. Gewebeproben erfolgte auf Eis in RIPA-Puffer (150 mM 
NaCl, 1% NP-40, 0,5% Natriumdeoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 
dazu direkt vor der Verwendung zugegeben: 10 µM NaVO3, 1 mM 
Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 μg/ml Pepstatin A, 1 μg/ml Pefabloc®, 2 μg/ml 
Leupeptin). Die Zellsuspension wurde mit einem Zellschaber (Nunc, DK) 
abgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt, mechanisch aufgeschlossen und 
zentrifugiert (20000 xg, 20 min, 4 °C in der Centrifuge 5417R, Eppendorf, D). Die 
Zentrifugationsüberstände wurden in ein neues 1,5 ml Gefäß überführt und die 
Proteinkonzentration mittels der Bradford-Methode ermittelt. Hierfür wurden die 
Proben für 15 min in Bradford-Reagenz (Sigma, USA) inkubiert und die OD bei 
595 nm im Infinite F200 Photospektrometer (Tecan, CH) gegen eine Standard-BSA-
Konzentrationsreihe gemessen. 
Für den Western Blot wurden die Proben mit reduzierendem Fünffach-Laemmli-
Probenpuffer (5%m/v SDS, 33%v/v Glycerol, 25%v/v 2-Mercaptoethanol, 0,1 mg/ml 
Bromphenolblau, 83 mM Tris-HCl, pH 6,8) versetzt und jeweils gleiche Proteinmengen 
auf ein 10%iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen (Tabelle 4). Für das Trenngel wurde 
Trenngelpuffer (TGP: 2 M Tris-HCl, pH 8,8) und für das Sammelgel Sammelgelpuffer 
(SGP: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8) verwendet. Acrylamid-Methylbisacrylamid stand als 
gebrauchsfertige Lösung (Rotiphorese® Gel 30, Roth, D) mit 30% Acrylamid zur 
Verfügung. Natriumdodecylsulfat (SDS) und Ammoniumpersulfat (APS) wurden 
jeweils als 20%ige Stammlösungen angesetzt. Die Größenauftrennung der Proteine 
erfolgte durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in 
Mighty Small II mini-SE250/SE260-Kammern (Hoefer Scientific Instruments, USA) 
bei maximal 120 V und 30 mA (Powersupply Model 1000/500, BioRad, USA) in 
Laemmli-SDS-PAGE-Puffer (25 mM Tris, 0,2 mM Glycin, 3,5 mM SDS). Das Gel 
wurde anschließend in Transfer-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS, 
15% v/v Methanol) inkubiert und die aufgetrennten Proteine mittels einer  
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Semi-Dry-Blotting-Apparatur (Millipore Graphite, Millipore USA) auf eine PVDF-
Membran (Porengröße 0,45 µm, Millipore, USA; in Methanol aktiviert) übertragen 
(1 mA/cm
2
, 1 h). 
 

















Trenngel 32,9% 18,8% 0,5% 47,4% 0,4% + 0,04% 
Sammelgel 13,1% 24,7% 0,5% 61,1% 0,6% + 0,06% 
 
Anschließend wurde die Membran mit den immobilisierten Proteinen zur Absättigung 
unspezifischer Bindungsstellen in 2,5% BSA in TBS/T (50 mM NaCl, 0,1% Tween20, 
5 mM Tris-HCl, pH 7,4) für 30 min bei Raumtemperatur und leichtem Schütteln 
inkubiert. Die Membran wurde mit dem primären Antikörper (Tabelle 5) bei 4 °C und 
leichtem Schütteln über Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS/T wurde 
die Membran mit HRP-konjugiertem sekundären Antikörper (Tabelle 5) für 30 min bei 
Raumtemperatur und leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal 
für je 5 min mit TBS/T sowie einmal für 5 min mit TBS (50 mM NaCl, 5 mM Tris-HCl, 
pH 7,4) gewaschen und mit Pierce
TM
 ECL Western Blotting Substrate (Thermo 
Scientific, USA) für 1 min bei Raumtemperatur und leichtem Schütteln inkubiert. Die 
Membran wurde auf eine Glasplatte gelegt, mit Folie abgedeckt und am LAS-4000 
Luminescent Image Analyzer (Fujifilm, J) die Chemolumineszenz detektiert. Die 
Quantifizierung der Signalstärke erfolgte mittels der Software MultiGauge (Fujifilm, J). 
Zum Entfernen der Antikörper für eine weitere Detektion wurde die Membran mit 
Stripping-Puffer (100 mM 2-Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7)  
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für 30 min bei 56 °C und anschließend bei Raumtemperatur dreimal für je 15 min mit 
TBS/T gewaschen sowie für 15 min in 1% BSA in TBS/T inkubiert. 
 

















1:1000; 5% BSA** Kaninchen, polyklonal 




1:1000; 5% BSA** Kaninchen, polyklonal 
MMP-13 Abcam (UK) 1:5000; 5% BSA** Kaninchen, polyklonal 
p CREB (S133) 
Cell Signaling 
(USA) 




1:1000; 5% BSA** Maus, monoklonal 
goat anti rabbit 
Santa Cruz 
(USA) 
1:1000 – 1:5000;  
5% Milchprotein* 
Ziege, polyklonal,  
HRP-konjugierter 
Sekundär-Antikörper 
goat anti mouse 
Santa Cruz 
(USA) 
1:1000 – 1:5000;  
5% Milchprotein* 
Ziege, polyklonal,  
HRP-konjugierter 
Sekundär-Antikörper 
* Magermilchpulver (Applichem, D) in TBS/T; ** Bovines Serumalbumin (Sigma, USA) in TBS/T 
 




Der Nachweis von MMP-2 und MMP-9 in Zellkulturüberständen erfolgt mittels 
Gelatine-Zymographie (del Zoppo et al. 2012, Dal-Pizzol et al. 2013). 
Zellkulturüberstände wurden zentrifugiert (500 xg, 10 min, 4 °C in der Centrifuge 
5417R, Eppendorf, D), um suspendierte Zellen zu entfernen. Die Überstände wurden 
mit Hilfe von Amicon Ultra-0.5 mL Zentrifugalfiltern (Millipore, USA) mit einem 
Molekülgrößenausschluss von 30 kDa auf ein Volumen von ca. 30 µl konzentriert. Die 
Konzentrate wurden mit nicht-reduzierendem Fünffach-Probenpuffer (2%m/v SDS, 
50%v/v Glycerol, 0,1 mg/ml Bromphenolblau, 0,3 M Tris-HCl, pH 6,8) versetzt und für 
15 min bei 37 °C denaturiert. Die Proben wurden vollständig auf ein gelatinehaltiges, 
nicht-reduzierendes, 7,5%iges SDS-PAGE-Gel (Trenngel: 0,6 g/l Gelatine, 0,1%m/v 
SDS, 25%v/v Rotiphorese® Gel 30, 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8) aufgetragen und 
elektrophoretisch bei einer Stromstärke von 15 mA aufgetrennt. Das Gel wurde 
zweimal für 30 min mit Triton X-100 (2,5%), je einmal für 30 min und für 15 min mit 
Wasser und anschließend für 30 min mit TAB-Puffer (30 mM CaCl2, 0,01% NaN3, 
100 mM Tris-HCl, pH 7,8) gewaschen. Danach folgte die Inkubation bei 37 °C für 20 h 
in TAB-Puffer. Im Anschluss wurde das Gel mit Coomassie-Brilliantblau G250 (0,25% 
in 20% Methanol, 7% Essigsäure) für 40 min gefärbt und darauffolgend in mehreren 
Waschschritten entfärbt (20% Methanol, 7% Essigsäure). Zur densitometrischen 
Analyse wurden die Gele eingescannt (Scanjet G-4050, HP, USA) und als Grauwertbild 
mit der Software MultiGauge (Fujifilm, J) quantifiziert. 
 
2.2.11. MMP-2/-9-Aktivitäts-Assay 
Zellkulturüberstände wurden wie unter 2.2.10 beschrieben konzentriert und die 
Aktivität von MMP-2 und MMP-9 mit dem InnoZyme Gelatinase (MMP2/MMP9) 
Activity Assay Kit (Calbiochem, D) entsprechend des Herstellerprotokolls detektiert. 
Das vollständige Probenvolumen wurde eingesetzt, mit Reaktionspuffer auf ein 
Volumen von 90 µl aufgefüllt und mit 10 µl des MMP-2/-9-spezifischen Substrats 
gemischt. Es erfolgte keine Zugabe eines Aktivators für die Proformen der MMP. Der 
Abbau des Substrats wurde anhand einer Fluoreszenzmessung (Anregung 320 nm, 
Emission 405 nm, Infinite 200Pro, Tecan, CH) gemessen.  
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2.2.12. Quantifizierung von cAMP 
Mikroglia wurden in 96-well-Platten mit transparentem Boden inkubiert. Nach einer 
Inkubation über Nacht in serumfreiem Medium wurden die Zellen mit LPS (100 ng/ml) 
stimuliert. Die intrazelluläre cAMP-Konzentration wurde mit dem cAMP GloAssayKit 
(Promega, D) gemäß dem Herstellerprotokoll unter Verwendung der zugehörigen 
Standards ermittelt. Die Messung der Lumineszenz erfolgte mit einem 
Photospektrometer (Infinite F200, Tecan, CH). Die Messungen der intrazellulären 
cAMP-Konzentration wurden von Caroline Schmidt, Doktorandin am Institut für 
Molekulare Zellbiologie, durchgeführt. 
 
2.2.13. RNA-Präparation und quantitative real-time PCR 
Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert 
und anschließend mit Inhibitoren bzw. Agonisten behandelt. Die Extraktion der 
Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini kit (QIAGEN, D) unter Verwendung des 
Herstellerprotokolls. Zur Beseitigung einer möglichen DNA-Kontamination wurde der 
Extrakt für 30 min bei 37 °C mit RNase-freier DNase I (Fermentas, D) inkubiert. Die 
DNase wurde durch Behandlung mit EDTA (25 mM) und eine Erwärmung für 10 min 
auf 65 °C inaktiviert. Die Ermittlung der RNA-Konzentration und Kontrolle der 
Reinheit wurde photospektrometrisch (Nanodrop ND-1000, Peqlab, D) durchgeführt. 
Die Herstellung von cDNA erfolgte aus jeweils 0,5 µg Gesamt-RNA mit dem First 
Strand cDNA Synthese Kit (Fermentas, D) nach dem Herstellerprotokoll unter 
Verwendung des Oligo(dT)18-Primers. 
Die Expressionsanalyse erfolgte mittels quantitativer real-time PCR (RT-qPCR) mit 
dem Maxima SYBR Green/ROX Kit (Fermentas, D) entsprechend des beigefügten 
Herstellerprotokolls im realplex Mastercycler ep gradient (Eppendorf, D). Die 
verwendeten Primer-Paare sind in Tabelle 6 aufgelistet. Nach initialem Erhitzen auf 
95 °C für 10 min folgten 40 RT-qPCR-Zyklen (95 °C für 15 s, Annealing-Temperatur 
für 30 s, 72 °C für 40 s) und eine Schmelzkurve zur Qualitätskontrolle. Die erhaltenen 
Ct-Werte (cycle threshold) wurden gegen einen Faktor, der sich als geometrisches 
Mittel aus den zugehörigen Ct-Werten von β-Aktin, GAPDH und HPRT1 ergab, 
normalisiert.  
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58 °C Li et al. 2010 
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2.2.14. Statistische Auswertungen 
Messergebnisse und Daten sind jeweils als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) 
angegeben. Die statistischen Auswertungen wurden mit den Routinen der Software 
Sigmaplot 12 (Systat Software, USA) vorgenommen. Statistische Vergleiche zwischen 
zwei Gruppen wurden mit dem ungepaarten t-Test durchgeführt. Zum Vergleich 
mehrerer Gruppen wurde je nach gegebenen Bedingungen eine einfaktorielle 
Varianzanalyse (one-way-ANOVA) bzw. ein Kruskal-Wallis-Test oder eine 
zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way-ANOVA) vorgenommen. Unterschiede 
zwischen Gruppen wurden dabei mit dem Post-Hoc-Test nach Student-Newman-Keuls 
(SNK) bzw. der Methode nach Dunn geprüft. Von einer statistischen Signifikanz wurde 
für p<0,05 ausgegangen.  
 





3.1. Der Verlust von PI3Kγ erhöht die Permeabilität der Blut-
Hirn-Schranke 
Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit umfasste die Untersuchung eines Einflusses 
von PI3Kγ während der Entwicklung einer septischen Enzephalopathie (SE). Dazu 
wurden in einem ersten Schritt in vivo die Auswirkungen eines Verlustes der 
Funktionen von PI3Kγ auf die Integrität der Blut-Hirn-Schranke (BHS) untersucht. 
Bedingungen einer systemischen Entzündungsreaktion wurden im Maus-Modell durch 
die intraperitoneale Injektion von LPS hervorgerufen (Abbildung 6).  
 
 
Abbildung 6: Der Verlust von PI3Kγ führte zu erhöhter BHS-Permeabilität in Mäusen 
Mäusen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. Evans Blue 
(4 ml/kg KG, 2% in PBS) wurde intravenös für 1 h injiziert. 24 h nach LPS-Injektion wurden die Tiere 
mit 40 ml eiskaltem PBS perfundiert und die Gehirne präpariert. Die Extraktion von Evans Blue aus 
Hirnhomogenisaten erfolgte mit Trichloressigsäure (4,1 ml/g Hirngewebe, 50%). Zentrifugations-
überstände (10000 rpm, 20 min, 4 °C) wurden im Verhältnis 1:3 mit Ethanol (96%) gemischt, die 
Fluoreszenz (Anregung: 620 nm, Emission: 670 nm) gemessen und die Konzentration berechnet. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n=17, statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS, # p<0,05 vs. wt, 
$ p<0,05 vs. KO. 
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Es wurden Mausstämme verwendet, die sich hinsichtlich der Expression der 
katalytischen Untereinheit von PI3Kγ p110γ unterschieden. Als Kontrollstamm diente 
der C57BL/6J-Wildtyp-Stamm (wt). Als Vergleichsstämme dienten der Knockout-
Stamm (KO) und der Knockin-Stamm (KD). Die Untersuchung der BHS-Integrität 
erfolgte anhand der Extravasation von Evans Blue ins Hirngewebe. Die Messung der 
Evans-Blue-Konzentration im Hirngewebe zeigte in allen drei Stämmen eine erhöhte 
BHS-Permeabilität 24 h nach der Injektion von LPS im Vergleich zur Injektion von 
PBS (Abbildung 6). Es wurden männliche Tiere (n=11 je Gruppe) und weibliche Tiere 
im Proöstrus (n=6 je Gruppe) untersucht. Es ergaben sich keine geschlechtsspezifischen 
Unterschiede in der BHS-Permeabilität nach 24 h. Tiere des PI3Kγ-KO-Genotyps 
wiesen gegenüber Wildtyp-Tieren eine signifikant erhöhte Durchlässigkeit der BHS auf. 
Unabhängig von einer LPS-Injektion wurde in Tieren des PI3Kγ-KO-Genotyps eine 
höhere Evans-Blue-Konzentration festgestellt als in gleichbehandelten Wildtyp-Tieren. 
Sowohl in PBS- als auch in LPS-behandelten PI3Kγ-KO-Tieren war die Evans-Blue-
Konzentration höher als in der jeweils gleich behandelten Wildtyp-Gruppe. Tiere des 
PI3Kγ-KD-Genotyps zeigten einen ähnlichen Phänotyp wie Wildtyp-Tiere.  
Die Morbidität der Tiere wurde während der Behandlung anhand des klinischen 
Schweregrades (CSS) und des relativen Gewichtsverlustes dokumentiert. Gewicht und 
CSS wurden jeweils vor der Injektion von PBS bzw. LPS und 24 h nach der Injektion 
ermittelt. In allen drei untersuchten Stämmen (C57BL/6J Wildtyp, PI3Kγ-KO und 
PI3Kγ-KD) kam es in den LPS-injizierten Tieren im Vergleich zu den PBS-Kontrollen 
zu einer vergleichbar starken Erhöhung des CSS und des Gewichtsverlustes der Tiere 
während des 24-stündigen Untersuchungszeitraumes (Abbildung 7). Der CSS vor der 









Abbildung 7: Die LPS-Injektion führte zur Erhöhung des CSS und zu Gewichtsverlust der Mäuse 
Mäusen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. A: CSS 24 h 
nach Injektion von LPS bzw. PBS. B: Das Gewicht wurde jeweils direkt vor der Injektion und vor dem 
Töten ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n=17, statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS. 
 
Anhand von HE- und TUNEL-Färbungen histologischer Schnitte des Hirngewebes 
wurde untersucht, ob infolge der 24-stündigen LPS-Behandlung ein erhöhter Anteil an 
apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen zu beobachten war. In den Präparaten wurden 
im frontalen, parietalen und temporalen Cortex, in der frontalen und temporalen weißen 
Substanz, den Cornu-Ammonis-Regionen des Hippocampus, im Thalamus, im Striatum, 
im Hirnstamm und im Cerebellum keine verstärkt apoptotischen bzw. nekrotischen 
Bereiche infolge der LPS-Behandlung in einem der drei untersuchten Mausstämme 
festgestellt.  
Eine erhöhte BHS-Permeabilität war bereits 4 h nach der Injektion von LPS vorhanden. 
Zu diesem Zeitpunkt wurde eine gesteigerte Extravasation von Evans Blue in den 
Gehirnen LPS-behandelter männlicher Tiere gemessen (Abbildung 8). Unterschiede in 
der BHS-Permeabilität zwischen den drei untersuchten Stämmen waren nach 4 h nicht 
feststellbar. Des Weiteren wurde parallel zu der erhöhten BHS-Permeabilität ein 
gesteigerter CSS in den LPS-behandelten Tieren dokumentiert (nicht dargestellt). 
 




Abbildung 8: Erhöhte BHS-Permeabilität 4 h nach LPS-Injektion 
Mäusen wurde LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS als Kontrolle intraperitoneal injiziert. Evans Blue 
(4 ml/kg KG, 2% in PBS) wurde intravenös für 1 h injiziert. 4 h nach LPS-Injektion wurden die Tiere mit 
40 ml eiskaltem PBS perfundiert und die Gehirne präpariert. Die Extraktion von Evans Blue aus 
Hirnhomogenisaten erfolgte mit Trichloressigsäure (4,1 ml/g, 50%). Zentrifugationsüberstände 
(10000 rpm, 20 min, 4 °C) wurden im Verhältnis 1:3 mit Ethanol (96%) gemischt, die Fluoreszenz 
(Anregung: 620 nm, Emission: 670 nm) gemessen und die Konzentration berechnet. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM von: wt und KO n=7, KD n=9. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. PBS. 
 
Zusammenfassend wurde eine Erhöhung der BHS-Permeabilität infolge der LPS-
Behandlung gefunden. In Tieren des PI3Kγ-KO-Stammes trat mit längerer Dauer der 
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3.2. Der Verlust von PI3Kγ führt zu einer erhöhten MMP-
Expression im Hirngewebe 
Um den unter 3.1 dargestellten Einfluss von PI3Kγ auf die BHS-Permeabilität näher zu 
untersuchen, sollte zunächst die Expression im Gehirn von Mäusen bestätigt werden. 
Die katalytische Untereinheit von PI3Kγ wurde im Hirngewebe von Wildtyp- und 




Abbildung 9: Nachweis von p110γ im Gewebe des Großhirns von Mäusen 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert, 
Gehirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikörper gegen p110γ und β-Aktin 
analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von n=3 Experimenten. 
 
3.2.1. Nachweis von MMP im Hirngewebe von Mäusen 
Analog dem Nachweis von p110γ wurden verschiedene MMP im Hirngewebe mittels 
Western Blot detektiert. In Lysaten aus dem Gewebe des Großhirns von Wildtyp-, 
PI3Kγ-KO- und PI3Kγ-KD-Tieren wurden MMP-2, MMP-9 und MMP-13 
nachgewiesen (Abbildung 10 und Abbildung 11). Diese MMP waren im Großhirn von 
Mäusen aller drei untersuchter Stämme detektierbar. Insbesondere ergaben sich 
Hinweise auf eine erhöhte MMP-9-Expression im PI3Kγ-KO-Stamm. Infolge einer 
LPS-Behandlung war die nachzuweisende Menge an MMP-9 im Hirngewebe von 
PI3Kγ-KO-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhöht (Tabelle 7). 




Abbildung 10: Nachweis von MMP-9 im Großhirn von Mäusen 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert, 
Gehirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikörper gegen MMP-9 und  
β-Aktin analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von n=4 Experimenten. 
 
 
Abbildung 11: Nachweis von MMP-2 und MMP-13 im Großhirn von Mäusen 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle perfundiert, 
Hirne entnommen und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-PAGE-
Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikörper gegen MMP-2, MMP-13 und β-
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Tabelle 7: Verstärkte MMP-9-Expression im Hirngewebe LPS-behandelter Mäuse 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) perfundiert, die Gehirne entnommen 
und eingefroren. Das Gewebe wurde in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen 
und im Western Blot unter Verwendung der Antikörper gegen MMP-9 und β-Aktin analysiert. Es erfolgte 
eine densitometrische Quantifizierung und eine Normalisierung von MMP-9 auf β-Aktin. Angegeben sind 
Mittelwerte ± SEM von n=4 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt. 
 MMP-9 / β-Aktin 
wt 0,75 ± 0,06 
PI3Kγ-KO    1,33 ± 0,15 * 
PI3Kγ-KD 0,90 ± 0,19 
 
3.2.2. Residente Immunzellen produzieren MMP im Gehirn 
Um zu überprüfen, ob die erhöhte BHS-Permeabilität im PI3Kγ-KO-Stamm auf die 
Einwanderung von MMP-produzierenden Leukozyten zurückgeführt werden kann, 
wurde in Hirnschnitten eine Doppelfärbung für Myeloperoxidase (MPO)-positive 
polymorph-nukleäre Leukozyten (PMN) und MMP-9 durchgeführt (nach Jin et al. 
2011). Die Zahl MMP-9-produzierender PMN im Hirngewebe PBS-behandelter Tiere 
war in den drei untersuchten Mausstämmen auf vergleichbarem Niveau (Tabelle 8). 
Infolge der intraperitonealen Injektion von LPS stieg bei Tieren des Kontrollstammes 
die Zahl an eingewanderten MMP-9-positiven PMN an. Die Daten aus LPS-behandelten 
Mäusen gaben Hinweise auf eine geringere PMN-Einwanderung im PI3Kγ-KO-Stamm, 
verglichen mit Wildtyp- bzw. PI3Kγ-KD-Stamm, die aufgrund des geringen 
Stichprobenumfangs jedoch nicht statistisch verifiziert werden konnte. In den beiden 
p110γ-exprimierenden Stämmen kam es infolge der LPS-Behandlung zu einer 
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Tabelle 8: MMP-9-positive PMN in Hirnschnitten 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle zunächst mit 
PBS und anschließend mit Paraformaldehyd (4% in PBS) perfundiert, die Gehirne in Paraformaldehyd 
fixiert und Paraffinschnitte (6 µm) angefertigt. Diese wurden entparaffiniert und mit dem MPO- und dem 
MMP-9-Antikörper sowie den zugehörigen sekundären Antikörpern doppel-gefärbt. Am 
Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) wurden Zellen, die MMP-9- und MPO-positiv waren, in je 
16 Gesichtsfeldern gezählt und die Zellzahl je Gesichtsfeld berechnet. Angegeben sind Mittelwerte ± 




wt 0,39 ± 0,03 3,55 ± 1,75 # 
PI3Kγ-KO 0,53 ± 0,24 1,18 ± 0,47   
PI3Kγ-KD 0,37 ± 0,07 3,71 ± 0,27 # 
 
Darüber hinaus wurde die Expression von MMP in Mikroglia im Gehirn untersucht. 
Dazu wurde eine Doppel-Färbung des Mikroglia-Markers Iba-1 mit MMP-9 in 
Hirnschnitten durchgeführt (Abbildung 12). Es war eine Co-Lokalisation von Iba-1- und 
MMP-9-positiven Zellen in den Präparaten der drei untersuchten Stämme zu erkennen. 
Analog wurde auch eine Co-Lokalisation von Iba-1 mit MMP-3 detektiert (nicht 
dargestellt). 
 




Abbildung 12: Iba-1-positive Zellen exprimieren MMP-9 
Mäuse wurden 24 h nach Injektion von LPS (10 mg/kg KG in PBS) bzw. PBS-Kontrolle zunächst mit 
PBS und anschließend mit Paraformaldehyd (4% in PBS) perfundiert, die Gehirne in Paraformaldehyd 
fixiert und Paraffinschnitte (6 µm) angefertigt. Die Färbung erfolgte mit Antikörpern gegen Iba-1 und 
MMP-9. Die Schnitte wurden an einem Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen 
(Skala 50 µm). Dargestellt sind repräsentative Schnitte aus n=6 Tieren je Gruppe. 
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Nach dem immunhistochemischen Befund einer Co-Lokalisation von MMP-9 und Iba-1 
wurde die Expression verschiedener MMP durch primäre Mikroglia in vitro 
immunzytochemisch untersucht (Abbildung 13). In Doppelfärbungen wurden MMP-2, 
MMP-3, MMP-9 und MMP-13 jeweils gemeinsam mit Iba-1 nachgewiesen. Diese 
MMP wurden jeweils in Mikroglia aus Wildtyp, PI3Kγ-KO und PI3Kγ-KD, sowohl in 
unbehandelten als auch LPS-stimulierten Zellen nachgewiesen. In Abbildung 13 sind 
die Färbungen von LPS-behandelten Wildtyp-Mikroglia gezeigt. 
 
 
Abbildung 13: Mikroglia exprimieren MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13 
Mikroglia-Zellen des Wildtyp-Stammes wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Glasplättchen kultiviert, 
über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und anschließend für 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. 
Nach der Fixierung der Mikroglia-Zellen mit Paraformaldehyd (4% in PBS) erfolgte die Färbung mit 
Antikörpern gegen Iba-1 und MMP-2, MMP-3, MMP-9 bzw. MMP-13. Die Fluoreszenzbilder wurden an 
einem Fluoreszenzmikroskop (BX61, Olympus, D) aufgenommen (Skala 50 µm). Dargestellt sind 
repräsentative Aufnahmen aus n=3 Experimenten. 
 
 Ergebnisse  
56 
 
Zusammenfassend wurde die Expression von PI3Kγ und verschiedenen MMP im 
Hirngewebe bestätigt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MMP-exprimierende 
PMN infolge einer LPS-Behandlung in das Hirngewebe einwandern. Dabei wurde eine 
im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren verstärkte Einwanderung von PMN bei 
Wildtyp- und PI3Kγ-KD-Tieren detektiert. Außerdem wurde nachgewiesen, dass die im 
Gehirn residenten Mikroglia verschiedene MMP exprimieren. 
 
3.3. Der Verlust von PI3Kγ in Mikroglia bewirkt eine 
Erhöhung der MMP-Sezernierung infolge einer LPS-
Stimulation 
In den Gehirnen der untersuchten Mausstämme wurde die Expression verschiedener 
MMP durch Mikroglia nachgewiesen. Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der 
mechanistischen Untersuchungen zur Aufklärung des Einflusses von PI3Kγ auf die 
Expression, Produktion und Freisetzung von MMP durch Mikroglia dargestellt. 
 




Abbildung 14: Erhöhte Expression von PI3Kγ in Mikroglia nach LPS-Stimulation 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für 24 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, auf ein 
10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der Antikörper gegen p110γ 
und β-Aktin analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis von n=4 Experimenten. 
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In Mikroglia des Wildtyp-Stammes war die katalytische Untereinheit von PI3Kγ   
p110γ detektierbar (Abbildung 14). Mikroglia des PI3Kγ-KD-Stammes bilden die 
kinase-inaktive Variante von p110γ, die mit dem verwendeten Antikörper ebenfalls im 
Western Blot detektiert werden konnte. Nach Stimulation mit LPS wurde die 
Expression von p110γ verstärkt.  
 
3.3.2. Erhöhte cAMP-Konzentration und verstärkte CREB-
Phosphorylierung in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass der Verlust von PI3Kγ in Kardiomyozyten zu 
einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration führt (Patrucco et al. 2004, 
Perino et al. 2011). Auf Grundlage dieser Daten wurde die intrazelluläre cAMP-
Konzentration in primären Mikroglia untersucht (Abbildung 15).  
 
 
Abbildung 15: Höhere cAMP-Konzentration in PI3Kγ-KO-Mikroglia  
Mikroglia wurden in 96-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für die angegebenen Zeiträume inkubiert. Der cAMP-Gehalt wurde 
mit dem cAMP-Assay-Kit (Promega) unter Verwendung des Herstellerprotokolls bestimmt. Die 
Messwerte der Einzelexperimente wurden normiert (jeweils auf wt, 0 min). Dargestellt sind  
Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt. 
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In PI3Kγ-defizienten Mikroglia wurde eine Erhöhung der cAMP-Konzentration 
gemessen. Die in PI3Kγ-KO- gegenüber Wildtyp- bzw. PI3Kγ-KD-Zellen gesteigerte 
cAMP-Konzentration wurde in unbehandelten Kontrollzellen sowie in LPS-behandelten 
Zellen festgestellt. 
Nachfolgend wurde untersucht, ob die gesteigerte cAMP-Konzentration zu einer 
Aktivierung des cAMP-PKA-CREB-Signalweges führt. Eine verstärkte Ser-133-
Phosphorylierung von CREB in Mikroglia des PI3Kγ-KO konnte nachgewiesen werden 
(Abbildung 16). Die basale CREB-Phosphorylierung in unstimulierten Zellen war bei 
PI3Kγ-KO gegenüber Wildtyp bzw. PI3Kγ-KD erhöht. Nach einer LPS-Stimulierung 
stieg die CREB-Phosphorylierung in Mikroglia aus allen drei untersuchten Stämmen an. 
 
 
Abbildung 16: Erhöhte Phosphorylierung von CREB in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für 3 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche 
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der 
Antikörper gegen phosphoryliertes CREB (p CREB) und β-Aktin als Kontrolle analysiert. Dargestellt ist 
ein repräsentatives Ergebnis von n=4 Experimenten. 
 
3.3.3. Erhöhte LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP beim 
PI3Kγ-KO 
Anschließend wurde die MMP-Expression in primären Mikroglia untersucht. Der 
Einfluss einer LPS-Stimulation auf die Expression von verschiedenen MMP-mRNA in 
Mikroglia wurde in Abhängigkeit von PI3Kγ mit Hilfe der quantitativen real-time PCR 
(RT-qPCR) analysiert (Abbildung 17). Es wurde eine Erhöhung der LPS-induzierten 
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Expression der mRNA für MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in Mikroglia des PI3Kγ-KO-
Stammes gegenüber dem Wildtyp festgestellt.  
 
 A B C 
 
Abbildung 17: Das Fehlen von PI3Kγ führt zu einer Erhöhung der LPS-induzierten mRNA-
Expression von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für 3 h inkubiert. Die RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem 
Oligo(dT)18-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit entsprechenden Primern für A: MMP-2, B: MMP-9 
und C: MMP-13 quantifiziert und gegen β-Aktin, GAPDH und HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind auf 
wt normierte Mittelwerte ± SEM von n=4-7 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt. 
 
3.3.4. Erhöhte CREB-Phosphorylierung und verstärkte Expression 
von MMP-mRNA in BV2 nach dem Knockdown von p110γ 
Um die Befunde zur PI3Kγ-abhängigen MMP-Expression aus primären Mikroglia-
Zellen in einem zweiten Modell zu prüfen, wurde die Mikroglia-Zelllinie BV2 
verwendet. Die Expression von PI3Kγ wurde in BV2-Zellen mittels RNA-Interferenz 
dauerhaft herunter reguliert. Als Referenz wurden BV2 verwendet, die eine ungerichtete 
shRNA (Ktrl-shRNA) exprimierten. Die Transduktion der BV2 mit der shRNA gegen 
p110γ (p110γ-shRNA) bewirkte eine ca. 70% niedrigere Expression der katalytischen 
Untereinheit von PI3Kγ (Abbildung 18). Die Phosphorylierung von CREB war unter 
unstimulierten Bedingungen in der p110γ-shRNA-Zelllinie höher als in der Kontroll-
Zelllinie. Nach LPS-Stimulation stieg die CREB-Phosphorylierung in den Kontroll-
Zellen, während sie in den p110γ-shRNA-Zellen auf einem erhöhten Niveau blieb. 







Abbildung 18: Erhöhte CREB-Phosphorylierung in p110γ-shRNA exprimierenden BV2-Zellen 
BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und anschließend 
mit LPS (100 ng/ml) für die angegebenen Inkubationszeiten stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer 
lysiert, gleiche Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter 
Verwendung der Antikörper gegen p110γ, phosphoryliertes CREB (p CREB), CREB sowie β-Aktin als 
Kontrolle analysiert. A: Dargestellt ist ein repräsentative Western Blot von n=3 Experimenten.  
B: Densitometrische Quantifizierung von phosphoryliertem CREB normalisiert auf β-Aktin, dargestellt 
sind normierte (auf wt, 0 min) Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz:  
# p<0,05 vs. Ktrl-shRNA.  
 
Die LPS-induzierte Expression verschiedener MMP-mRNA wurde durch den 
Knockdown von PI3Kγ in BV2-Zellen erhöht (Abbildung 19). Eine Erhöhung wurde für 
die mRNA von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in den p110γ-shRNA exprimierenden 
BV2 im Vergleich zu den Kontrollzellen gemessen. Des Weiteren wurde auch für 
MMP-1 eine verstärkte mRNA-Expression in den p110γ-shRNA exprimierenden BV2 
festgestellt sowie Hinweise auf eine tendenziell stärkere Expression von MMP-3 
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(p=0,06). Die zellgebundene MMP-14 (MT1-MMP) weist hingegen eine vergleichbar 
hohe LPS-induzierte mRNA-Expression in Kontrollzellen und p110γ-shRNA 
exprimierenden Zellen auf.  
 
 A B C 
 
 
 D E F 
 
Abbildung 19: p110γ-shRNA in BV2-Zellen führt zu erhöhter LPS-induzierter mRNA-Expression 
verschiedener MMP 
BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für 3 h inkubiert. Die RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem 
Oligo(dT)18-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit entsprechenden Primern für A: MMP-2, B: MMP-9, 
C: MMP-13, D: MMP-1, E: MMP-3 und F: MMP-14 quantifiziert und gegen β-Aktin, GAPDH und 
HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind auf Ktrl-shRNA normierte Mittelwerte ± SEM von A n=5, B n=5,  
C n=4, D n=5, E n=5, F n=4 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA. 
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3.3.5. Modulation des cAMP-PKA-Signalweges beeinflusst die MMP-
mRNA-Expression 
Um die Hinweise auf einen moderierenden Einfluss von PI3Kγ über den cAMP-PKA-
CREB-Signalweg auf die Expression verschiedener MMP-mRNA näher zu prüfen, 
wurden die Effekte einer pharmakologischen Aktivierung bzw. Inhibition dieses Signal-
weges mittels Forskolin bzw. H89 auf die LPS-induzierte mRNA-Expression unter-
sucht. Forskolin erhöhte in BV2 die LPS-induzierte Expression von MMP-9-mRNA 
(Abbildung 20), hingegen wurde diese durch den PKA-Inhibitor H89 erniedrigt. Analog 
verstärkte Forskolin in BV2 auch die LPS-induzierte Expression der MMP-13-mRNA. 
 
 A B 
 
Abbildung 20: Manipulation des cAMP-PKA-Signalweges beeinflusst die LPS-induzierte 
Expression von mRNA für MMP-9 und MMP-13 
BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert, anschließend mit 
DMSO (-), Forskolin (Forsk, 10 µM) bzw. H89 (10 µM) und mit LPS (100 ng/ml) für 3 h inkubiert. Die 
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)18-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit 
entsprechenden Primern für A: MMP-9, B: MMP-13 quantifiziert und gegen β-Aktin, GAPDH und 
HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind normierte (auf DMSO) Mittelwerte ± SEM von n=5 Experimenten. 
Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA. 
 
Nachfolgend wurde der Einfluss der cAMP-degradierenden Phosphodiesterasen (PDE) 
auf die mRNA-Expression untersucht. Hierfür wurde der unspezifische PDE-Inhibitor 
IBMX und der PDE3-spezifische Inhibitor Cilostamid verwendet. Der Einsatz von 
Cilostamid oder IBMX verstärkte die LPS-induzierte Expression der mRNA für  
MMP-9 und MMP-13 (Abbildung 21). Die durch die Inhibition hervorgerufene 
Verstärkung ist ähnlich hoch, wie der durch die p110γ-shRNA verursachte Anstieg. 
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Abbildung 21: Die Inhibition der PDE-Aktivität erhöht die LPS-induzierte Expression von mRNA 
für MMP-9 und MMP-13 
BV2 wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert, anschließend mit 
DMSO, IBMX (500 µM) bzw. Cilostamid (Cilo, 10 µM) und mit LPS (100 ng/ml) für 3 h inkubiert. Die 
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)18-Primer hergestellt, in der RT-qPCR mit 
entsprechenden Primern für A und B: MMP-9, C und D: MMP-13 quantifiziert und gegen β-Aktin, 
GAPDH und HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von A n=8-10, B n=8-10,  
C n=6-7, D n=4-6 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA, # p<0,05 vs. nicht 
inhibiert (-). 
 
Es konnten keine Daten für die LPS-induzierte mRNA-Expression nach Inhibition der 
PDE-Aktivität und Forskolin- bzw. H89-Behandlung für MMP-2 gewonnen werden. In 
BV2-Zellen war die mRNA-Expression von MMP-2 um zwei Größenordnungen 
niedriger, verglichen mit MMP-9 und MMP-13 (Abbildung 22). In primären Mikroglia 
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hingegen wurden für die mRNA von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 vergleichbar hohe 
Expressionsniveaus gemessen (Abbildung 23).  
 
 A B C 
 
Abbildung 22: MMP-mRNA-Expression in unstimulierten BV2-Zellen 
BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert und über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. Die 
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)18-Primer hergestellt und in der RT-qPCR mit 
entsprechenden Primern für A: MMP-2, B: MMP-9, C: MMP-13 quantifiziert und gegen β-Aktin 
normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM in logarithmischer Skalierung von n=5 Experimenten. 
 
 A B C 
 
Abbildung 23: MMP-mRNA-Expression in unstimulierten Mikroglia 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert und über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. Die 
RNA wurde extrahiert, cDNA mit einem Oligo(dT)18-Primer hergestellt und in der RT-qPCR mit 
entsprechenden Primern für A: MMP-2, B: MMP-9, C: MMP-13 quantifiziert und gegen β-Aktin 
normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM in logarithmischer Skalierung von n Experimenten (wt 
n=6; KO n=6; KD n=4). 
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3.3.6. Erhöhte MMP-Expression in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
Nachdem auf Transkriptionsebene ein Einfluss von PI3Kγ auf die MMP-Expression in 
Mikroglia gezeigt wurde, folgte nun die Untersuchung der zellulären MMP auf 
Proteinebene. MMP-2 und MMP-9 wurden in Lysaten primärer Mikroglia 
nachgewiesen (Abbildung 24). Die Ergebnisse weisen bereits 3 h nach einer LPS-
Stimulation auf eine erhöhte Expression von MMP-9 in PI3Kγ-KO-Mikroglia hin. Die 
Expression von MMP-2 ist nach 3 h unverändert und in Wildtyp-, PI3Kγ-KO- und 
PI3Kγ-KD-Mikroglia auf einem vergleichbaren Niveau. 
 
 
Abbildung 24: Expression von MMP-9 und MMP-2 in Mikroglia 3 h nach einer LPS-Stimulation 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit LPS (100 ng/ml) für 3 h stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche 
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der 
Antikörper gegen MMP-9 und MMP-2 sowie β-Aktin als Kontrolle analysiert. Dargestellt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von n=4 Experimenten. 
 
Ein Einfluss von PI3Kγ auf die BHS-Permeabilität in mit LPS behandelten Mäusen 
wurde in vivo nach 24 h festgestellt, wohingegen zu einem früheren Zeitpunkt kein 
PI3Kγ-spezifischer Effekt messbar war (siehe 3.1). Demnach erfolgte nun in einem in-
vitro-Experiment eine LPS-Stimulation von Mikroglia für 24 h. Nach dieser Zeit wurde 
eine höhere Expression von MMP-9 und MMP-13 in den Zelllysaten von PI3Kγ-KO-
Mikroglia, verglichen mit Wildtyp-Mikroglia, detektiert (Abbildung 25). Mikroglia des 
PI3Kγ-KD-Stammes wiesen gegenüber dem Wildtyp keine höhere Expression dieser 
MMP auf. Die Expression von MMP-2 zeigte nach 24 h keine PI3Kγ-spezifischen 
Unterschiede in den untersuchten Mikroglia-Zellen.  
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Abbildung 25: Erhöhte Expression von MMP-9 und MMP-13 in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend für 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert, gleiche 
Proteinmengen auf ein 10% SDS-PAGE-Gel aufgetragen und im Western Blot unter Verwendung der 
Antikörper gegen MMP-9, MMP-2, MMP-13 und β-Aktin als Kontrolle analysiert. A: Dargestellt ist ein 
repräsentativer Western Blot von n=3 Experimenten. B und C: Densitometrische Quantifizierung von 
MMP-9 und MMP-13, jeweils normalisiert auf β-Aktin. Dargestellt sind normierte (auf wt PBS) 
Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz: * p<0,05 vs. wt.  
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3.3.7. Erhöhte MMP-Aktivität in den Kulturüberständen von PI3Kγ-
KO-Mikroglia 
Nachfolgend wurde untersucht, ob aus dem moderierenden Einfluss von PI3Kγ auf die 
MMP-Produktion in Mikroglia PI3Kγ-abhängige Unterschiede der MMP-Aktivität in 
den Zellkulturüberständen resultierten. Um zu überprüfen, ob Mikroglia einen Teil der 
gebildeten MMP sezernieren, wurde in den Zellkulturüberständen der Mikroglia-
Kulturen MMP-2 und MMP-9 mit Hilfe der Gelatine-Zymographie detektiert 
(Abbildung 26). Mit dieser Methode wurde die Gelatinase-Aktivität der MMP in einem 
gelatinehaltigen SDS-PAGE-Gel nachgewiesen. Dabei wurden neben den aktiven 
Formen von MMP-2 und MMP-9 auch deren Pro-MMP detektiert, die anhand der 
unterschiedlichen Molekülgrößen unterscheidbar waren. Die Proform muriner MMP-9 
hat eine Molekülgröße von 105 kDa, die aktive Form 84 kDa. Ebenso konnten für  
MMP-2 die Proform mit 72 kDa und die aktive Form mit 64 kDa unterschieden werden.  
Kulturüberstände unstimulierter Mikroglia wiesen geringe MMP-9-Aktivität auf. Nach 
einer Stimulation mit LPS (100 ng/ml) für 24 h stieg der MMP-9-Gehalt in den 
Kulturüberständen stark an (Abbildung 26). Insbesondere die Signalintensität der 
MMP-9-Proform wurde durch die LPS-Stimulation verstärkt. Mikroglia des PI3Kγ-KO-
Stammes sezernierten deutlich mehr MMP-9 als Zellen des Wildtyp- und des PI3Kγ-
KD-Stammes. In Abbildung 26B ist die densitometrische Analyse der gesamten im 
Kulturüberstand verfügbaren Menge an MMP-9 (aktive Form und Proform 
zusammengefasst) dargestellt. MMP-2 wurde ebenfalls mit der Zymographie-Methode 
in den Kulturüberständen primärer Mikroglia nachgewiesen. Die sezernierten Mengen 
waren sowohl in unstimulierten als auch LPS-stimulierten Mikroglia-Kulturen aus allen 
drei untersuchten Mausstämmen (Wildtyp, PI3Kγ-KO und PI3Kγ-KD) vergleichbar 
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Abbildung 26: Verstärkte MMP-9-Sezernierung in den Kulturüberstand von PI3Kγ-KO-Mikroglia 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend für 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. Je 500 µl des Zellkulturüberstandes wurden 
konzentriert (30 kDa Größenausschluss) und in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem 
gelatinehaltigen 7,5% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton X-100 (2,5%), Wasser 
und TAB-Puffer wurden die Gele für 20 h in TAB-Puffer bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 
Coomassie-Brilliantblau G250 gefärbt. Die Gele wurden eingescannt und densitometrisch quantifiziert.  
A: Dargestellt ist eine repräsentative Zymographie von n=5 Experimenten. B, C: Dargestellt sind 
normierte (auf wt us) Mittelwerte ± SEM von n Experimenten (MMP-2: n=4, MMP-9: n=5). Statistische 
Signifikanz: * p<0,05 vs. us, # p<0,05 vs. wt.  
 
Um die Resultate der Zymographie zu verifizieren, wurde die Aktivität von MMP-2 und 
MMP-9 in einem für diese beiden Gelatinasen spezifischen Aktivitäts-
Bestimmungsverfahren (MMP-2/-9-Aktivitäts-Assay) gemessen (Tabelle 9). Mit diesem 
System konnte lediglich die Gesamtaktivität der beiden Gelatinasen ermittelt aber keine 
Unterscheidung zwischen der Aktivität von MMP-2 und MMP-9 gemacht werden. In 
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den Kulturüberständen von Mikroglia des PI3Kγ-KO-Stammes wurde eine im 
Vergleich zum Wildtyp erhöhte MMP-2/-9-Aktivität gemessen. Die Aktivität in 
Überständen von PI3Kγ-KD-Mikroglia war so hoch wie beim Wildtyp. 
 
Tabelle 9: Erhöhte MMP-2/-9-Aktivität in den Kulturüberständen von PI3Kγ-KO-Mikroglia 
Mikroglia wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert  
und anschließend für 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. 1,5 ml des Kulturüberstandes wurden 
konzentriert (30 kDa Größenausschluss). Die Konzentrate wurden vollständig aufgetragen. Die  
Detektion erfolgte mit dem InnoZyme Gelatinase (MMP2/MMP9) Activity Assay Kit (Calbiochem, D). 
Dargestellt sind normierte (auf wt) Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. Statistische Signifikanz:  
* p<0,05 vs. wt. 
 MMP-2- / MMP-9-Aktivität 
wt 1,00 
KO    1,57 ± 0,16 * 
KD 0,96 ± 0,32 
 
3.3.8. Aktivierung von cAMP führt zu verstärkter Produktion von 
MMP-9 durch BV2  
Die an primären Mikroglia-Zellen durchgeführten Versuchsreihen zeigten eine erhöhte 
MMP-Expression und -Sezernierung infolge des Verlustes der PDE-aktivierenden 
Funktion von PI3Kγ. In der Mikroglia-Zelllinie BV2 führte der Knockdown von p110γ 
zu einer Verstärkung der LPS-induzierten Expression von MMP-mRNA. Um zu 
überprüfen, ob daraus auch in BV2-Zellen eine erhöhte Sezernierung resultierte, wurde 
die Gelatinase-Aktivität von MMP-2 und MMP-9 im Kulturüberstand mit Hilfe der 
Zymographie untersucht. BV2, in denen mittels einer shRNA die Expression der 
katalytische Untereinheit von PI3Kγ genetisch herunter reguliert wurde, produzierten 
nach LPS-Behandlung verstärkt MMP-9, verglichen mit Kontroll-BV2, die mit einer 
ungerichteten shRNA transduziert wurden (Abbildung 27). In den Kulturüberständen 
von BV2-Zellen wurden nur sehr geringe Mengen an MMP-2 detektiert. 
 




Abbildung 27: Verstärkte MMP-9-Sezernierung in den Kulturüberstand von p110γ-shRNA 
exprimierenden BV2 
BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend für 24 h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. 500 µl des Kulturüberstandes wurden konzentriert 
(30 kDa Größenausschluss), in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem gelatinehaltigen 10% SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton (2,5%) und Wasser wurden die Gele für 20 h in 
TAB-Puffer bei 37 °C inkubiert und anschließend mit Coomassie-Brilliantblau G250 gefärbt. Dargestellt 
ist ein repräsentatives Ergebnis von n=5 Experimenten. 
 
Die Stimulation von BV2-Zellen mit LPS führte zu einer erhöhten Sezernierung von 
MMP-9 in den Kulturüberstand (Abbildung 28). Um den Einfluss der cAMP-
Konzentration auf die MMP-9-Produktion in BV2-Zellen zu untersuchen, wurden in 
einem weiteren Schritt der Aktivator der Adenylatzyklase Forskolin bzw. die PDE-
Inhibitoren IBMX und Cilostamid verwendet. Sowohl Forskolin als auch IBMX und 
Cilostamid bewirkten in LPS-stimulierten Kontroll-BV2 eine weitere Erhöhung der 
MMP-9-Konzentration im Kulturüberstand im Vergleich zu LPS-stimulierten Zellen. 
Die LPS-induzierte MMP-9-Sezernierung von Kontroll-BV2 ist nach Behandlung mit 
einem PDE-Inhibitor vergleichbar hoch wie in BV2, in denen die katalytische 

















Abbildung 28: Aktivierung der Adenylatzyklase bzw. Inhibition von PDE erhöht die MMP-9-
Sezernierung in LPS-behandelten BV2-Zellen 
BV2-Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert, über Nacht in serumfreiem Medium inkubiert und 
anschließend mit Forskolin (Forsk, 10 µM), IBMX (500 µM), Cilostamid (Cilo, 10 µM) bzw. DMSO und 
mit LPS (100 ng/ml) für 24 h stimuliert. 500 µl des Kulturüberstandes wurden konzentriert (30 kDa 
Größenausschluss), in nicht-reduzierendem Proben-Puffer auf einem gelatinehaltigen 10% SDS-PAGE-
Gel aufgetrennt. Nach Waschschritten in Triton (2,5%) und Wasser wurden die Gele für 20 h in TAB-
Puffer bei 37 °C inkubiert und anschließend mit Coomassie-Brilliantblau G250 gefärbt. Die Gele wurden 
eingescannt und densitometrisch quantifiziert. A: Dargestellt ist eine repräsentative Zymographie von 
Ktrl-shRNA exprimierenden BV2. B: Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n=3-7 Experimenten. 
Statistische Signifikanz: # p<0,05 vs. us, * p<0,05 vs. Ktrl-shRNA LPS.   
 
Insgesamt deuten diese Daten auf einen regulierenden Einfluss von PI3Kγ auf die 
MMP-Produktion in Mikroglia. Durch die Aktivierung von PDE in Anwesenheit von 
PI3Kγ wird die cAMP-Konzentration in der Zelle gesenkt und die cAMP-abhängige 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB verringert. Somit reguliert PI3Kγ die 
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MMP-Expression in Mikroglia. Dabei ist nicht die Kinaseaktivität von PI3Kγ von 
Bedeutung, sondern die Scaffold-Funktion für die Bildung eines Komplexes mit PDE 
und der daraus resultierenden Aktivierung der PDE. 
 
3.3.9. Zusammenfassung der in-vitro-Daten 
Zusammengefasst bestätigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der Verlust von PI3Kγ 
und deren PDE-aktivierender Scaffold-Funktion zu einer erhöhten cAMP-Konzentration 
in Mikroglia und zu einem erhöhten Niveau an phosphoryliertem CREB führt. 
Weiterhin wurde gezeigt, dass der Verlust von PI3Kγ in Mikroglia und auch der 
Knockdown in der Mikroglia-Zelllinie BV2 eine Erhöhung der LPS-induzierten 
Expression von verschiedenen MMP-Genen bewirkt. Die Behandlung von BV2-Zellen 
mit Forskolin, IBMX oder Cilostamid verstärkte die LPS-induzierte Gen-Expression 
von MMP-9, während H89 diese verringerte. Insbesondere für MMP-9 wurde eine 
erhöhte Protein-Expression und Aktivität in Mikroglia-Kulturen des PI3Kγ-KO-
Stammes nachgewiesen. Zudem trat in BV2-Kulturen infolge einer Behandlung mit 
Forskolin, IBMX oder Cilostamid eine Verstärkung der LPS-induzierten Sezernierung 
von MMP-9 ein. 
 





Das Ziel der Arbeit war es, die Rolle von PI3Kγ während der Entwicklung einer 
septischen Enzephalopathie (SE), insbesondere im Hinblick auf die Integrität der Blut-
Hirn-Schranke (BHS), zu beleuchten. Dabei sollten die Auswirkungen eines Verlustes 
der Funktionen von PI3Kγ, der Kinase-Aktivität und der PDE-aktivierenden Scaffold-
Funktion, untersucht werden.  
Infolge einer intraperitonealen Injektion von Lipopolysaccharid (LPS) in Mäusen kam 
es zu einer Störung der BHS-Integrität. Eine weiter fortschreitende BHS-Schädigung in 
Tieren des PI3Kγ-KO-Stammes konnte auf eine gesteigerte Expression von 
Matrixmetalloproteasen (MMP) durch Mikroglia zurückgeführt werden. Der Verlust der 
kinase-unabhängigen Funktion von PI3Kγ führte zu einer erhöhten Aktivierung cAMP-
abhängiger Signalwege in Mikroglia. Daraus resultierte eine in Zellen des PI3Kγ-KO-
Stammes verstärkte Bildung von MMP infolge einer LPS-Stimulation. Die höhere 
Expression matrix-degradierender Substanzen durch Mikroglia aus PI3Kγ-KO-Tieren in 
vitro ist konform mit der Beobachtung einer stärkeren Schädigung der BHS in vivo. 
 
4.1. Entwicklung einer systemischen Entzündungsreaktion 
durch LPS 
Das in den in-vivo-Untersuchungen verwendete Endotoxämie-Modell diente zur 
Auslösung eines systemischen inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS) durch die 
intraperitoneale Injektion von LPS. Dabei kommt es zu einer schnellen Erhöhung pro-
inflammatorischer Zytokine in der systemischen Zirkulation (Krabbe et al. 2001, 
Andreasen et al. 2008). Die Endotoxämie kann als Modell für eine Sepsis dienen, da 
durch die Aktivierung des Toll-Like-Rezeptors 4 (TLR4) in Immunzellen und die daraus 
resultierende Immunantwort sepsisähnliche Symptome hervorgerufen werden. Dennoch 
ist zu beachten, dass dieses Modell Unterschiede im Krankheitsverlauf, verglichen mit 
Infektionsmodellen wie der CLP (cecal ligation and puncture), aufweist (Remick et al. 
2000). Nach einer LPS-Injektion kommt es zu einem schnelleren und höheren Anstieg 
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der systemischen Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α oder  
IL-6 als nach einer CLP. Vorteil des CLP-Modells ist, dass hierdurch Verlauf und 
Charakteristik einer Sepsis am besten modelliert werden können (Dejager et al. 2011). 
Ein Vorteil des Endotoxämie-Modells hingegen ist die bessere Standardisierbarkeit und 
Reproduzierbarkeit. Mortalität und Morbidität sind, abhängig von den jeweils 
gewählten Bedingungen (wie beispielsweise der verwendeten LPS-Konzentration), in 
beiden Modellen vergleichbar (Remick et al. 2000, Recknagel et al. 2013). Das hier 
verwendete Model unter Nutzung einer LPS-Injektion diente zur Simulation der 
initialen Phase einer Sepsis, die beispielsweise durch erhöhte Plasmakonzentrationen 
pro-inflammatorischer Zytokine gekennzeichnet ist (Fink 2014). In dieser Phase sollten 
die neuroinflammatorischen Prozesse und insbesondere deren Auswirkungen auf die 
BHS untersucht werden. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführte intraperitoneale Injektion von 
LPS führte zu ähnlich stark ausgeprägten Krankheitssymptomen in Tieren aus allen drei 
untersuchten Stämmen, was anhand einer signifikanten Erhöhung des CSS (clinical 
severity score, Gonnert et al. 2011) dokumentiert wurde. Diese Daten entsprechen 
früheren Beobachtung, wonach Tiere infolge einer LPS-Behandlung eine deutlich 
verringerte Aktivität zeigten (Remick et al. 2000). Zusätzlich war ein deutlicher 
Gewichtsverlust der LPS-behandelten Tiere innerhalb der Behandlungsdauer von 24 h 
zu beobachten. Die Gewichtsabnahme kann auf eine verringerte Flüssigkeits- und 
Nahrungsaufnahme infolge der krankheitsbedingten Verhaltensänderungen, die sich 
auch im Anstieg des CSS widerspiegeln, zurückgeführt werden. Dieses veränderte 
Verhalten ist zum einen ein gut beobachtbarer Indikator für die erhöhte Morbidität 
infolge einer systemischen Entzündungsreaktion. Zum anderen kann insbesondere eine 
verringerte Flüssigkeitsaufnahme und eine daraus resultierende Dehydratation und 
Hypovolämie zu einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufes beitragen (Granger et 
al. 2012). Während der in-vivo-Untersuchungen erfolgte eine subkutane Injektion von 
isotonischer Kochsalzlösung, um einem Volumenmangel entgegenzuwirken. Die 
Flüssigkeitszufuhr verringert die negativen Auswirkungen auf die kardiovaskuläre 
Leistungsfähigkeit und senkt die Mortalität (Zanotti-Cavazzoni et al. 2009).  
Nach der intraperitonealen Injektion von LPS wurden Auswirkungen auf die BHS und 
Verhaltensänderungen der Versuchstiere innerhalb eines Zeitfensters von 4 h 
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festgestellt. Die rasche Auswirkung der LPS-Injektion ist auf eine schnelle systemische 
Verteilung zurückzuführen. Die Aufnahme des intraperitoneal injizierten LPS erfolgt 
sowohl über das Blut-, als auch über das Lymphgefäßsystem. Dabei umgeht die vom 
Lymphsystem absorbierte und insbesondere über den Ductus thoracicus transportierte 
Menge die Ausscheidung über die Leber, da die abdominale Lymphe über den Angulus 
venosus in die Vena cava superior abgeleitet wird (Olofsson et al. 1986). 
Währenddessen wird der in die peritoneale Blutzirkulation übergegangene Anteil über 
die Vena portae in die Leber transportiert. Das vom Lebergewebe absorbierte LPS löst 
dosisabhängig Entzündungsreaktionen aus, wodurch es zu Schädigungen der Leber bis 
hin zum Organversagen kommen kann (Kubitz et al. 1999, Recknagel et al. 2013).  
Infolge einer gram-negativen Infektion bzw. LPS-Exposition kann es innerhalb weniger 
Stunden zu einer starken Erhöhung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1β 
oder IL-6 im Plasma kommen (Remick et al. 2000, Mehta et al. 2004). Dabei steigen 
zuerst die Plasmakonzentrationen von TNF-α, gefolgt von IL-1β, die nach Erreichen 
eines Peaks wieder absinken. Die Plasmakonzentration von IL-6 erreicht ihr Maximum 
später und sinkt ab, während die anti-inflammatorische Phase mit steigenden 
Konzentrationen von Zytokinen wie IL-1RA und IL-10 beginnt (Andreasen et al. 2008). 
Der pro-inflammatorische „Zytokin-Sturm“ wird hauptsächlich durch die Reaktion von 
Leukozyten auf Pathogene bzw. deren Bestandteile wie LPS ausgelöst. Die Aktivierung 
von Leukozyten in der systemischen Zirkulation und die damit einhergehende 
Zytokinfreisetzung stellen einen wesentlichen Schritt der Entwicklung der systemischen 
Entzündungsreaktion dar, auch wenn erhöhte Plasmakonzentrationen von Zytokinen 
nicht in jedem Einzelfall nachweisbar sind (Cavaillon & Annane 2006, Adib-Conquy & 
Cavaillon 2009). 
 
4.2. LPS-induzierte Schädigung der BHS 
Infolge der intraperitonealen LPS-Injektion wurde eine erhöhte Durchlässigkeit der 
BHS für Plasmaproteine nach 4 h festgestellt, die in den Tieren der drei untersuchten 
Mausstämme (C57BL/6J Wildtyp, PI3Kγ-KO und PI3Kγ-KD) ähnlich stark ausgeprägt 
war. LPS kann die intakte BHS nur in sehr geringen Mengen passieren, jedoch auf 
verschiedene Weisen die Permeabilität beeinflussen (Banks & Robinson 2010, Banks & 
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Erickson 2010). Intraperitoneal verabreichtes und über die Zirkulation transportiertes 
LPS kann die BHS direkt über die Bindung an den TLR4 auf den Endothelzellen der 
BHS und indirekt durch die von Immunzellen sezernierten Zytokine wie TNF-α 
beeinflussen. (Verma et al. 2006, Chen et al. 2012, Fiala et al. 1997, Alexander et al. 
2008). Zu dem frühen Verlust der BHS-Integrität tragen sowohl die direkte Wirkung 
von LPS als auch indirekte Wirkungen durch die erhöhten Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine auf die Endothelzellen, die mit ihren Tight Junctions und 
Transportmechanismen einen wesentlichen Teil der BHS bilden, bei. LPS führt unter 
anderem zu einer erhöhten Leukozyten-Adhäsion, zu verstärkter Endozytose und 
Aktivierung verschiedener Transportsysteme in den Zellen der BHS (Banks & Erickson 
2010, Nag et al. 2011, Rosenberg et al. 1995). Aktivierte Endothelzellen produzieren 
Zytokine und NO (Adam et al. 2013). In-vitro-Kulturen von murinen Hirn-Endothel-
zellen sezernieren an der luminalen und abluminalen Membran unterschiedliche 
Mengen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α oder IL-6, deren Sezernierung 
nach LPS-Stimulation erhöht wird (Verma et al. 2006). Zudem können verschiedene 
Zytokine, wie insbesondere IL-1 oder TNF-α, über saturierbare Transportsysteme vom 
Blut ins Hirngewebe durch die BHS transportiert werden (Banks 2005). Alexander und 
Kollegen zeigten, dass insbesondere TNF-α eine wesentliche Rolle beim Verlust der 
BHS-Integrität spielt. So wird infolge des genetischen Knockouts des TNF-Rezeptors-1 
die Erhöhung der BHS-Permeabilität, welche durch eine Endotoxämie hervorgerufen 
wird, verhindert (Alexander et al. 2008). Die pro-inflammatorischen Bedingungen und 
die Endothel-Aktivierung können zu Störungen der Mikrozirkulation und der BHS-
Funktion führen, woraus eine gestörte Versorgung und der Verlust der für die neuronale 
Funktion wichtigen Homöostase resultieren können (Taccone et al. 2010, Adam et al. 
2013). Störungen der BHS-Funktion infolge der intraperitonealen LPS-Injektion wurden 
bereits nach 4 h anhand der Extravasation von Evans Blue ins Hirngewebe, als einem 
Marker für die Durchlässigkeit der BHS für Plasmaproteine, detektiert.  
Um die verschiedenen Funktionen zu untersuchen, die in ihrer Gesamtheit die BHS-
Integrität bewirken, gibt es eine Vielzahl von Methoden. Der Einsatz von Farbstoffen 
oder radioaktiv markierten Molekülen, welche die intakte BHS nicht passieren können, 
erlaubt die Untersuchung und Quantifizierung der BHS-Permeabilität für Moleküle aus 
dem Blutkreislauf. Ein häufig verwendeter Marker ist der Azofarbstoff Evans Blue, der 
mit hoher Affinität an Albumin bindet, wobei ein Komplex mit einer Größe von ca. 
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68 kDa entsteht. Nach der Injektion bindet Evans Blue an Albumin und ist innerhalb 
weniger Minuten nicht mehr in seiner ungebundenen Form im Blut zu detektieren 
(Wolman et al. 1981, Yen et al. 2013). Somit kann an Serumalbumin gebundenes Evans 
Blue als Marker für eine Durchlässigkeit der BHS für Plasmaproteine dienen, was eine 
erhebliche Funktionsstörung der BHS kennzeichnet. In das Hirngewebe diffundiertes 
Evans Blue ist dort histologisch nachweisbar (Alexander et al. 2008) bzw. kann eluiert 
und quantifiziert werden (Comim et al. 2011, Dal-Pizzol et al. 2013, Flierl et al. 2009). 
Der Verlust der BHS-Funktion im Falle einer systemischen Aktivierung des 
Immunsystems kann auf die massive Beeinträchtigung durch die Wirkung pro-
inflammatorischer Mediatoren und eine daraus resultierende Erschöpfung der Schutz- 
und Reparaturmechanismen des BHS-Systems zurückgeführt werden. Allerdings kann 
lokal eine Verringerung der BHS-Integrität auch unter physiologischen Bedingungen 
auftreten, um beispielsweise die Diapedese von Leukozyten zu erleichtern (Banks & 
Erickson 2010, Engelhardt & Sorokin 2009). Unter physiologischen Bedingungen ist 
die Einwanderung von Immunzellen in das ZNS durch die BHS stark eingeschränkt. 
Zunächst muss die Diapedese durch die Endothelzellschicht erfolgen. Danach ist die 
Durchquerung der Endothel-Basalmembran und anschließend der Astroglia-
Basalmembran (Glia limitans), die jeweils unterschiedliche molekulare 
Zusammensetzungen aufweisen, erforderlich, um in das Hirnparenchym zu migrieren 
(Engelhardt 2008). Die Einwanderung von Leukozyten beginnt mit deren Anlagerung 
an das Endothel, wobei die Expression von Adhäsionsmolekülen durch die 
Endothelzellen eine wesentliche Rolle spielt. Durch Selektine werden Leukozyten im 
Blutstrom verlangsamt und bewegen sich rollend entlang der Gefäßwand. Die 
Sezernierung von Chemokinen und die Expression von Adhäsionsmolekülen wie 
ICAM-1 führen zur Attraktion und Adhäsion der Leukozyten, woraufhin die Diapedese 
durch die Gefäßwand erfolgen kann. Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie 
während einer CLP-induzierten Sepsis, kommt es zu einer verstärkten Adhäsion und 
Einwanderung von Immunzellen, wie beispielsweise Neutrophilen, in das 
Hirnparenchym (Comim et al. 2011, Engelhardt 2008). Leukozyten, die aufgrund einer 
Entzündungsreaktion aktiviert werden und die BHS passieren, können zur Schädigung 
der BHS und zur Weiterentwicklung der Entzündungsreaktion beitragen (Engelhardt & 
Sorokin 2009, Jin et al. 2010a, Nag et al. 2011, Jin et al. 2011, Imamura et al. 2011).  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Einwanderung von polymorph-nukleären 
 Diskussion  
78 
 
Leukozyten (PMN) in das Hirngewebe von Mäusen infolge einer LPS-Behandlung in 
Wildtyp- und PI3Kγ-KD-Tieren gezeigt. Die geringe Invasion von PMN in LPS-
behandelten PI3Kγ-KO-Tieren deutet darauf hin, dass die Einwanderung von 
Leukozyten nicht ursächlich für den fortschreitenden Verlust der BHS-Integrität in 
diesen Tieren ist. Eine mögliche Erklärung für die geringe PMN-Invasion in PI3Kγ-
KO-Tieren ist die Beteiligung von PI3Kγ an der Chemotaxis und Migration von 
Leukozyten, die in vitro in PI3Kγ-defizienten Zellen durch die gestörte Ausbildung 
eines Leitsaums (leading edge) beeinträchtigt ist (Sasaki et al. 2000, Li et al. 2000, 
Hannigan et al. 2002, Ferrandi et al. 2007, Ghigo et al. 2010).  
Die Wirkungen von LPS und Zytokinen auf die BHS und der spezifische Transport von 
Zytokinen durch die BHS können zu einer Entzündungsreaktion im Hirngewebe und zur 
Aktivierung von Mikroglia führen (Chen et al. 2012, Hines et al. 2013, Banks 2005, 
Pan & Kastin 2008, Verma et al. 2006). Mikroglia exprimieren den TLR4 und sind 
somit in der Lage, auf LPS mit einer Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege zu 
reagieren. Als die residenten Immunzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind 
Mikroglia Teil der neurovaskulären Einheit. In ihrer ramifizierten Form überwachen sie 
das Hirnparenchym. Als Reaktion auf einen pro-inflammatorischen Stimulus erfolgt 
eine entsprechend angepasste Aktivierung der Mikroglia, die bis hin zu einem 
neurotoxischen Aktivierungsstadium und zur Bildung von Zytokinen, Chemokinen, 
Proteasen und ROS führen kann (Tambuyzer et al. 2009, Kettenmann et al. 2011, 
Hellwig et al. 2013). Aktivierte Mikroglia exprimieren wie Makrophagen verstärkt   
Iba-1. Die Expression von IL-1β im Hirnparenchym während einer CLP-induzierten SE 
ist mit Iba-1 co-lokalisiert (Imamura et al. 2011). Zudem exprimieren aktivierte 
Mikroglia MMP, was zu einer weiteren Degradation von Tight-Junction- und EZM-
Molekülen der BHS beitragen kann (Gurney et al. 2006, Candelario-Jalil et al. 2009). 
Ein Verlust der BHS-Integrität wurde nach 4 h festgestellt und war nach 24 h persistent. 
In histologischen Präparaten konnte eine Co-Lokalisation von MMP-9 und dem 
Mikroglia-Marker Iba-1 festgestellt werden. Zudem wurde die Produktion weiterer 
MMP durch Mikroglia in vitro gezeigt.          
Ein wesentlicher Aspekt, der zur Störung der BHS-Funktion beiträgt, ist der Verlust von 
Tight Junctions und der damit zusammenhängenden parazellulären 
Diffusionsbarrierefunktion. Infolge einer CLP-induzierten Sepsis wurde im 
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Hippocampus von Mäusen ein mehr als 90-prozentiger Verlust des Tight-Junction-
Moleküls Occludin nach 24 h festgestellt (Imamura et al. 2011). Occludin verringert die 
parazelluläre Permeabilität und die elektrische Leitfähigkeit von Tight Junctions (Balda 
et al. 1996, Jin et al. 2010a). Während der Entzündungsreaktion infolge einer zerebralen 
Ischämie und Reperfusion wurde die Degradation des Tight-Junction-Moleküls 
Claudin-5 nachgewiesen. Es gibt Hinweise darauf, dass insbesondere MMP-9 
wesentlich am Abbau der Tight Junctions und von Komponenten der EZM beteiligt ist 
(Jin et al. 2011). Claudin-5 ist essentiell für die Bildung von Tight Junctions und somit 
für die Bildung der BHS (Engelhardt 2008). Eine Störung oder der Verlust der BHS-
Integrität kann zum Versagen der Barrierefunktionen und zur Ödembildung führen und 
somit zu einer gestörten Homöostase und Neurotransmitterkonstellation im 
Hirnparenchym, was zur Entstehung einer Enzephalopathie beiträgt (Jacob et al. 2011, 
Terborg 2012, Jin et al. 2010a). 
Anhand des verwendeten in-vivo-Modells wurde 4 h nach der LPS-Behandlung eine 
Erhöhung der BHS-Permeabilität in Mäusen nach einer intraperitonealen LPS-Injektion 
im Vergleich zu PBS-behandelten Kontrollen festgestellt. Diese erhöhte Permeabilität 
der BHS für Plasmaproteine verstärkte sich in Tieren des PI3Kγ-KO-Stammes im 
Vergleich zu Tieren des Wildtyp- und PI3Kγ-KD-Stammes zeitabhängig. Nach 24 h 
war die BHS-Permeabilität in PI3Kγ-KO-Tieren gegenüber Wildtyp-Tieren signifikant 
erhöht. Der PI3Kγ-KD-Stamm zeigte, ähnlich dem Wildtyp-Stamm, keine weitere 
Erhöhung der BHS-Permeabilität im Vergleich zum 4 h-Zeitpunkt. Diese Daten weisen 
auf einen Einfluss der kinase-unabhängigen Scaffold-Funktion von PI3Kγ auf das 
Fortschreiten der BHS-Permeabilität hin. Zudem deutet die geringere Einwanderung 
von Leukozyten ins Gehirn der PI3Kγ-KO-Tiere auf eine Beteiligung von Zellen der 
neurovaskulären Einheit. 
 
4.3. Verminderung der BHS-Integrität durch MMP aus 
Mikroglia 
Die Ergebnisse bestätigten frühere Untersuchungen, wonach eine intraperitoneale 
Injektion von LPS zu einer pathologisch erhöhten BHS-Permeabilität führt (Alexander 
et al. 2008). Die Störung der BHS-Funktion wird in einer frühen Phase des LPS-
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induzierten SIRS durch die Wirkungen von LPS und im Blut zirkulierender Zytokine 
auf die Zellen der BHS und die neurovaskuläre Einheit ausgelöst (Banks & Erickson 
2010, Candelario-Jalil et al. 2009). Die fortschreitende BHS-Schädigung im Verlauf des 
LPS-induzierten SIRS wird maßgeblich durch die Freisetzung und Aktivierung von 
MMP im perivaskulären Hirngewebe verursacht (Dal-Pizzol et al. 2013). In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener MMP im Hirngewebe bestätigt. 
MMP sind Proteasen, die insbesondere Moleküle der extrazellulären Matrix und der 
Tight Junctions abbauen und somit an der Degradation von BHS-Komponenten beteiligt 
sind (Candelario-Jalil et al. 2009, Nag et al. 2009, Jin et al. 2010a). Es ist bekannt, dass 
bei der Reperfusion nach einer MCAO (middle cerebral artery occlusion) erhöhte 
Konzentrationen bzw. Aktivitäten von MMP-2, MMP-3 und MMP-9 im Hirngewebe 
von Mäusen auftreten und mit einer verstärkten BHS-Permeabilität assoziiert sind 
(Rosenberg et al. 2001). Eine intrazerebrale Injektion von TNF-α erhöht in Ratten die 
MMP-9-Expression im Hirngewebe und die BHS-Permeabilität (Rosenberg et al. 1995). 
Insbesondere die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 greifen Komponenten der Endothel-
Basallamina an und können somit die BHS-Integrität schwächen (Mun-Bryce & 
Rosenberg 1998, Candelario-Jalil et al. 2009, Jin et al. 2010a). Viele MMP werden in 
Reaktion auf eine Aktivierung exprimiert, beispielsweise wird MMP-9 von Mikroglia 
nach einer LPS-Stimulation produziert (Sands & Palmer 2008, Lee et al. 2012). Die 
Expression von MMP-9 und MMP-3 kann durch TNF-α und IL-1β aktiviert werden 
(Candelario-Jalil et al. 2009). Die Serumkonzentrationen beider Zytokine steigen 
infolge einer LPS-Injektion innerhalb weniger Stunden (Mehta et al. 2004, Remick et 
al. 2000, Andreasen et al. 2008). Zudem können TNF-α und IL-1β die BHS über 
spezifische Transportsysteme passieren (Banks 2005, Pan & Kastin 2008, Banks & 
Erickson 2010). MMP-3 und MMP-9 werden in den extrazellulären Raum sezerniert 
und können frei diffundieren. MMP-3 ist in der Lage die inaktive Proform von MMP-9 
zu aktivieren (Hahn-Dantona et al. 1999, Candelario-Jalil et al. 2009). Die Proform von 
MMP-2 wird von Astroglia konstitutiv produziert und steht somit permanent für die 
Aktivierung zur Verfügung (Nag et al. 2011). Die Aktivierung von MMP-2 erfolgt an 
der Zelloberfläche durch die membrangebundene MMP-14 in einem trimolekularen 
Komplex aus proMMP-2, TIMP-2 und MMP-14 (Candelario-Jalil et al. 2009).  
Die verschiedenen MMP haben zwar unterschiedliche bevorzugte Substrate, können 
aber auch mit einer Vielzahl anderer Moleküle interagieren. Die Gelatinasen MMP-2 
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und MMP-9 bauen Komponenten der EZM bzw. der Basallamina ab. Insbesondere 
MMP-9 spielt in vielen physiologischen Prozessen eine Rolle, wie in der 
Embryonalentwicklung, bei Angiogenese, Wundheilung oder Diapedese sowie auch bei 
Lern- und Gedächtnisprozessen im ZNS (Rivera et al. 2010, Martins et al. 2013, 
Chaturvedi & Kaczmarek 2014). Zu den Substraten der Gelatinasen gehören 
verschiedene Kollagene und EZM-Moleküle wie Laminin (Woessner & Nagase 2000, 
Niyibizi et al. 1994, Seltzer et al. 1990, Aimes & Quigley 1995). Ebenso sind diese 
MMP in der Lage die Moleküle der Tight Junctions anzugreifen (Asahi et al. 2001, 
Yang et al. 2007). MMP-2 und MMP-9 sind somit wesentlich an der Schädigung der 
BHS beteiligt (Rosenberg 2009, Chodobski et al. 2011). Andere MMP, wie die 
Kollagenase MMP-13, tragen ebenfalls zu der Degradation verschiedener EZM-
Moleküle bei (Woessner & Nagase 2000, Welgus et al. 1983, Fosang et al. 1996, 
Knauper et al. 1997). Eine erhöhte Expression und Aktivierung von MMP durch 
Mikroglia kann somit durch eine verstärkte Schädigung der BHS zum Verlust der für 
die neuronale Funktion notwendigen Homöostase beitragen. 
Die Expression von MMP im Gehirn wurde anhand von Lysaten und histologischen 
Schnitten der Maushirne bestätigt. Dabei wurden im Hirngewebe von Tieren der drei 
untersuchten Mausstämme MMP-2, MMP-9 und MMP-13 im Western Blot 
nachgewiesen. Da der zelluläre Ursprung dieser MMP-Expression mit dieser Methode 
nicht feststellbar war, wurden immunhistochemische Doppelfärbungen vorgenommen. 
Insbesondere konnten dabei im perivaskulären Gewebe MMP-9 und MMP-3 in Iba-1-
positiven Zellen nachgewiesen werden. MMP können von verschiedenen Zellen im 
ZNS gebildet werden, unter anderem von Astroglia und insbesondere von Iba-1-
positiven Mikroglia (Gurney et al. 2006, Candelario-Jalil et al. 2009). Mikroglia 
exprimieren in vitro verschiedene MMP, unter anderem MMP-9, die einen wesentlichen 
Faktor bei einer BHS-Schädigung während inflammatorischer Prozesse im Gehirn 
darstellt (Rosenberg et al. 2001, Nuttall et al. 2007, del Zoppo et al. 2012, Candelario-
Jalil et al. 2009). Da neben residenten Zellen wie Mikroglia auch einwandernde 
aktivierte Leukozyten wie PMN als Quelle von MMP-9 in Frage kamen (Jin et al. 
2011), wurde immunhistochemisch die Einwanderung MMP-9-positiver PMN 
untersucht. Eine erhöhte Invasion infolge einer LPS-Behandlung war nur in Wildtyp- 
und PI3Kγ-KD-Tieren zu beobachten. Einwandernde PMN konnten somit als Quelle 
einer verstärkten MMP-Expression im Hirngewebe von PI3Kγ-KO-Tieren und einer 
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damit in Zusammenhang stehenden erhöhten BHS-Permeabilität ausgeschlossen 
werden.  
Nachdem immunhistochemisch die Expression von MMP-9 und MMP-3 in den 
Gehirnen LPS-behandelter Tiere Iba-1-positiven Zellen, also aktivierten Mikroglia, 
zugeordnet wurde, erfolgte in vitro die Untersuchung der MMP-Expression in 
Mikroglia der drei untersuchten Mausstämme. Mikroglia exprimierten die mRNA von 
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 und weiterer MMP. Durch immunologische 
Färbung der Zellen und mittels Western Blot erfolgte der Nachweis der Produktion von 
MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13 durch aktivierte Mikroglia in vitro. Die 
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 konnten zudem mit Hilfe der Zymographie im 
Zellkulturüberstand detektiert werden. Mit dieser Methode konnte sowohl die 
Expression als auch die Aktivität von MMP festgestellt werden. Als Substrat diente 
Gelatine, wodurch insbesondere MMP-2 und MMP-9 betrachtet werden konnten. Für 
die Detektion anderer MMP ist die Nutzung entsprechender Substrate erforderlich 
(Snoek-van Beurden & Von den Hoff 2005). MMP werden als Zymogen exprimiert, 
deren Aktivierung in der Regel durch andere Proteasen erfolgt (Snoek-van Beurden & 
Von den Hoff 2005, Rosenberg 2009). Mit Hilfe der Gelatine-Zymographie war es 
möglich, sowohl das Zymogen als auch die aktive Form von MMP-2 bzw. MMP-9 zu 
detektieren und anhand der Molekülgröße zu unterscheiden. Infolge der Denaturierung 
durch SDS erfolgte eine Aktivierung des Zymogens, jedoch ohne die Abspaltung der 
Prodomäne. Vollständig aktivierte MMP und durch die Methode aktivierte Proform 
waren somit anhand der entsprechenden Lokalisation im Gel differenzierbar (Snoek-van 
Beurden & Von den Hoff 2005). In vitro war nur ein geringer Teil der sezernierten 
MMP-2 bzw. MMP-9 aktiviert. Bei der densitometrischen Quantifizierung der 
Zymographie-Gele wurden jeweils Proform und aktive Form zusammengefasst, um die 
gesamte an die Umgebung abgegebene und somit für eine extrazelluläre Aktivierung 
zur Verfügung stehende MMP zu erfassen. Die von Mikroglia und anderen Zellen 
sezernierten MMP-Proformen können im Extrazellularraum durch unterschiedliche 
Mechanismen aktiviert werden (Candelario-Jalil et al. 2009). Während für MMP-2 
keine LPS-abhängige Erhöhung der Protein-Expression durch Mikroglia-Zellen 
festgestellt wurde, führte die LPS-Behandlung zu einer verstärkten Bildung und 
Sezernierung von MMP-9.  
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Die Expression verschiedener MMP wurde auch im zweiten verwendeten Mikroglia-
Modell, der Zelllinie BV2, detektiert. Im Gegensatz zu primären Mikroglia wurde in 
BV2-Zellen die mRNA von MMP-2 in wesentlich geringerem Maße exprimiert als die 
mRNA von MMP-9 oder MMP-13. Die Expression der mRNA von MMP-2 war in 
BV2-Zellen um zwei Größenordnungen geringer als die der mRNA von MMP-9 oder 
von MMP-13. Dagegen war in primären Mikroglia die mRNA-Expression für MMP-2, 
MMP-9 und MMP-13 auf vergleichbar hohem Niveau. Diese Befunde auf 
Transkriptionsebene entsprechen den auf Ebene der MMP-Sezernierung ermittelten 
Daten. Die Zymographieuntersuchungen der Kulturüberstände von BV2-Kulturen 
zeigten eine hohe Sezernierung von MMP-9, während die parallel detektierte MMP-2 
am Detektionsminimum war. Eine LPS-abhängige Induktion der mRNA-Expression 
von MMP-2 war zwar auch in BV2-Zellen messbar und in p110γ-shRNA 
exprimierenden Zellen erhöht, die Aussagekraft der Daten aus den Untersuchungen der 
BV2-Zelllinie über die Rolle von MMP-2 in Mikroglia ist aufgrund der im Vergleich zu 
Primärzellen stark verringerten Expression von mRNA und Protein dieser MMP jedoch 
eingeschränkt. Die Unterschiede in der MMP-2-Expression zwischen primären 
Mikroglia und BV2 weisen auf die Grenzen der Anwendbarkeit der BV2-Zelllinie als 
Modell für Mikroglia-Zellen hin (Stansley et al. 2012). 
Verschiedene MMP wurden in vivo im Gehirn detektiert. MMP-3 und MMP-9 konnten 
dabei mit Iba-1-positiven Zellen assoziiert werden. In vitro erfolgte in Mikroglia-
Kulturen der Proteinnachweis von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13. Die LPS-
induzierte Expression verschiedener MMP, insbesondere von MMP-9, war in PI3Kγ-
defizienten Mikroglia erhöht. Eine erhöhte Expression und Aktivierung von MMP aus 
Mikroglia kann zu einer verstärkten Degradation von Bestandteilen der BHS führen und 
zum Verlust der für die neuronale Funktion notwendigen Homöostase beitragen. 
 
4.4. Der Verlust von PI3Kγ führt zu erhöhter MMP-
Expression in Mikroglia  
In PI3Kγ-KO-Tieren wurde 24 h nach der intraperitonealen LPS-Injektion ein weiteres 
Fortschreiten der BHS-Schädigung im Vergleich zu Tieren des Wildtyp und des PI3Kγ-
KD-Stammes detektiert. Zudem war in den Gehirnen der entsprechenden PI3Kγ-KO-
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Tiere eine erhöhte Expression von MMP-9 feststellbar. Die stärkere BHS-Permeabilität 
in LPS-behandelten Tieren kann auf eine erhöhte MMP-Aktivität zurückgeführt werden 
(Dal-Pizzol et al. 2013). Die fortschreitende Schädigung der BHS in PI3Kγ-KO-Tieren 
könnte somit durch eine zusätzlich verstärkte MMP-Produktion durch Zellen in der 
neurovaskulären Einheit verursacht worden sein. 
Zunächst wurde in in-vitro-Versuchen bestätigt, dass Mikroglia auf eine LPS-
Stimulation mit erhöhter MMP-Expression auf Ebene der mRNA-Transkription und auf 
Proteinebene reagieren. Der Einfluss von PI3Kγ auf diese MMP-Expression wurde 
durch den Vergleich von primären Mikroglia des Wildtyp-, des PI3Kγ-KO- und des 
PI3Kγ-KD-Stammes und an BV2-Zellen, in denen die p110γ-Expression mittels shRNA 
genetisch herunter reguliert wurde, untersucht. Die Analyse von p110γ in Mikroglia 
bestätigte die fehlende Expression von p110γ im PI3Kγ-KO-Stamm. Erwartungsgemäß 
wurde das Protein im Wildtyp- und im PI3Kγ-KD-Stamm nachgewiesen. Ein Anstieg 
der Expression von PI3Kγ in aktivierten Mikroglia wurde bereits unter 
postischämischen Bedingungen beschrieben (Jin et al. 2010b). In p110γ-shRNA 
exprimierenden BV2-Zellen war die Expression von p110γ um ca. 70% erniedrigt, im 
Vergleich zu Kontroll-shRNA exprimierenden BV2. Der Verlust von PI3Kγ führte zu 
einer erhöhten LPS-induzierten MMP-Expression, insbesondere von MMP-9 und 
MMP-13, in Mikroglia-Zellen. 
Die Untersuchung der LPS-induzierten MMP-Expression in Wildtyp-, PI3Kγ-KO- und 
PI3Kγ-KD-Mikroglia gab Hinweise auf eine Abhängigkeit von der Scaffold-Funktion 
von PI3Kγ. Durch diese von der Kinaseaktivität unabhängige Funktion kann PI3Kγ mit 
bestimmten Phosphodiesterasen, wie der PDE3B interagieren. Dabei bilden p110γ und 
p84/87 einen Komplex mit PKA und PDE3B, wobei die cAMP-degradierende Funktion 
von PDE3B aktiviert wird (Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011). Somit bewirkt 
PI3Kγ indirekt eine Reduzierung der cAMP-Konzentration in der Zelle und beeinflusst 
damit cAMP-abhängige Signalwege (Schmidt et al. 2013). Die in diesem 
Zusammenhang beschriebene Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration in 
Mikroglia des PI3Kγ-KO-Stammes konnte in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. 
Eine erhöhte Konzentration des Second Messengers cAMP führt zu einer verstärkten 
Aktivierung von PKA. Dabei wird durch die Bindung von vier cAMP-Molekülen die 
PKA aktiviert. Es kommt zur Abspaltung von zwei C-Untereinheiten der PKA, welche 
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dann verschiedene Substrate an Threonin bzw. Serin phosphorylieren können 
(Shemarova 2009, Löffler 2005). Unter anderem kann somit der Transkriptionsfaktor 
CREB durch die Phosphorylierung am Ser-133 aktiviert werden. Phosphoryliertes 
CREB ist in der Lage, an cAMP-Response-Element (CRE)-Sequenzen verschiedener 
Gene zu binden und deren Expression auszulösen (Wen et al. 2010). Eine cAMP-
abhängige Expression wurde für MMP-2, MMP-9 und MMP-13 in verschiedenen 
Zelltypen beschrieben, unter anderem in Monozyten (Hasan & Nakajima 1999, 
Melnikova et al. 2006, Alper et al. 2001, Vaday et al. 2001, Shankavaram et al. 2001, 
Quinn et al. 2000, Guo et al. 2010). Der Promotor des MMP-9-Gens enthält zudem 
auch Bindungsstellen für NFκB und AP-1 (Masure et al. 1993). Diese 
Transkriptionsfaktoren werden unter anderem durch den TLR4-, TNF-Rezeptor- bzw. 
IL-1-Rezeptor-Signalweg aktiviert. Eine Stimulation mit LPS, TNF-α oder IL-1 kann 
demnach die Expression von MMP-9 bewirken, was insbesondere auch in LPS-
stimulierten BV2-Mikroglia gezeigt wurde (Lin et al. 2008, Lin et al. 2009, Lee et al. 
2012). Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB kann zu einer weiteren 
Erhöhung der MMP-9-mRNA-Expression führen (Park et al. 2010, Lee et al. 2012).  
Eine Phosphorylierung von CREB an Ser-133 kann durch die Aktivierung 
verschiedener Signalwege erfolgen, unter anderem durch PKA (cAMP-PKA-
Signalweg), PKC, Ca
2+
- / Calmodulin-abhängige Kinasen (CaMK) oder pp90 
ribosomale S6-Kinase (Wen et al. 2010). Namensgebend für das cAMP-Response-
Element (CRE) und den Transkriptionsfaktor CREB ist die bereits beschriebene cAMP-
abhängige Aktivierung. Ferner besteht die Möglichkeit, dass eine Stimulation mit LPS 
zu einer Phosphorylierung von CREB führt. Durch die Wirkung von LPS kann über den 
SRC-Kinase-Signalweg eine Erhöhung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration bewirkt 
werden, was über die Aktivierung der Ca
2+
- / Calmodulin-abhängigen Kinase eine 
Phosphorylierung von CREB hervorruft (Zanoni et al. 2009, Illario et al. 2008). Zudem 
kann infolge einer LPS-Stimulierung die Aktivierung von MAP-Kinase-Signalwegen 
(p38, ERK) über die Mitogen- und Stress-aktivierten Protein-Kinasen (MSK) zu einer 
Phosphorylierung von CREB führen (Caivano & Cohen 2000, Wen et al. 2010). Eine 
Aktivierung des PI3K-AKT-Signalweges kann ebenfalls in einer Phosphorylierung des 
Transkriptionsfaktors CREB resultieren (Du & Montminy 1998, Park et al. 2010). 
Zusammengefasst gibt es eine Vielzahl von Signalwegen, die eine Aktivierung von 
CREB bewirken können (Wen et al. 2010).  
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine LPS-abhängige Erhöhung der 
CREB-Phosphorylierung in primären Mikroglia und BV2-Zellen. In Zellen des PI3Kγ-
KO-Stammes war die CREB-Phophorylierung in unstimulierten Zellen erhöht, was auf 
die nachgewiesene Erhöhung der cAMP-Konzentration in diesen Zellen zurückgeführt 
werden kann. Analog ist auch in den p110γ-shRNA-exprimierenden BV2 eine erhöhte 
cAMP-Konzentration als Ursache der stärkeren basalen CREB-Phosphorylierung zu 
vermuten. Die intrazelluläre cAMP-Konzentration in BV2-Mikroglia wurde im Rahmen 
dieser Arbeit nicht gemessen. Allerdings führte die Behandlung von p110γ normal 
exprimierenden Kontroll-BV2-Zellen mit dem Aktivator der Adenylatzyklase 
Forskolin, welcher eine verstärkte cAMP-Bildung bewirkt, zu einer erhöhten LPS-
induzierten Expression der mRNA von MMP-9 und MMP-13. Diese Ergebnisse 
bestätigen einen Einfluss von cAMP auf die Gen-Expression von MMP-9 und MMP-13. 
Die erhöhte cAMP-Konzentration kann zu einer verstärkten PKA-Aktivierung und einer 
daraus resultierenden Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB führen und 
somit zu einer erhöhten CREB-abhängigen Gen-Transkription (Wen et al. 2010).  
Die LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 war in 
PI3Kγ-KO-Mikroglia gegenüber Wildtyp-Mikroglia erhöht. Die Promotor-Regionen 
dieser MMP-Gene beinhalten CRE-Sequenzen, an denen der Transkriptionsfaktor 
CREB binden kann (Xie et al. 1997, Shukla et al. 2009, Alper et al. 2001, Huhtala et al. 
1990, Bui et al. 2012). Die erhöhte Expression dieser MMP in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
kann demnach durch die Auswirkung einer erhöhten cAMP-Konzentration infolge der 
verminderten PDE-Aktivierung bei fehlender Scaffold-Funktion von PI3Kγ erklärt 
werden. Eine durch erhöhtes cAMP verstärkte Aktivierung von PKA ruft dann eine 
höhere Phosphorylierung und somit Aktivierung von CREB hervor (Abbildung 29, Wen 
et al. 2010). Die CREB-Phosphorylierung war in Mikroglia des PI3Kγ-KO-Stammes 
und in p110γ-shRNA exprimierenden BV2-Zellen deutlich höher als in den jeweils 
entsprechenden Kontroll-Zellen. Die in der BV2-Mikroglia-Zelllinie beobachtete 
Verringerung der LPS-induzierten MMP-9-mRNA-Expression nach der Behandlung der 
Zellen mit dem PKA-Inhibitor H89 deutet auf eine Beteiligung von PKA an dieser 
Expression hin. Eine durch die PKA-Inhibition verringerte Phosphorylierung des 
Transkriptionsfaktors CREB kann möglicherweise in einer schwächeren 
Gentranskription CREB-regulierter Gene wie MMP-9 und MMP-13 resultieren (Wen et 
al. 2010, Shukla et al. 2009). Gemeinsam mit der in BV2-Zellen beobachteten 
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Verstärkung der LPS-induzierten MMP-9-Sezernierung durch Forskolin sprechen diese 




Abbildung 29: Modell des moderierenden Einflusses von PI3Kγ auf die MMP-Expression 
A: Die kinase-unabhängige Gerüstfunktion von PI3Kγ (bestehend aus p110γ und der regulatorischen 
Untereinheit p84/87) im Komplex mit PKA und PDE3B aktiviert die cAMP-degradierende Funktion der 
PDE und moderiert somit die cAMP-Konzentration (Perino et al. 2011, Abbildung nach Perino et al. 
2010). B: Der Transkriptionsfaktor CREB kann unter anderem durch PKA aktiviert werden: Die Bindung 
von cAMP an PKA führt zur Freisetzung der C-Untereinheiten der PKA, welche CREB phosphorylieren 
können. Durch Interaktion mit dem CREB-bindenden Protein (CBP) oder p300 kann CREB an CRE-
Sequenzen der DNA binden und die Gentranskription auslösen (Wen et al. 2010). 
 
Passend zu der erhöhten mRNA-Expression wurde eine verstärkte Bildung von MMP-9 
auch auf Protein-Ebene nachgewiesen. Der Nachweis zellgebundener MMP-9 mit Hilfe 
des Western Blot und der in den Kulturüberstand sezernierten MMP-9 durch die 
Zymographie zeigten eine verstärkte Expression in Mikroglia-Zellen des PI3Kγ-KO-
Stammes. Der MMP-2-/MMP-9-Aktivitäts-Assay konnte diesen Befund bestätigen. 
Zwar ist eine Unterscheidung zwischen der Aktivität von MMP-2 und MMP-9 mit 
diesem Assay nicht möglich, unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Zymographie 
kann die erhöhte Aktivität in den Kulturüberständen von PI3Kγ-KO-Mikroglia aber 
MMP-9 zugeordnet werden, da die Sezernierung von MMP-2 in unstimulierten und 
LPS-stimulierten Zellen aller drei Mausstämme vergleichbar stark war. Analog wurde 
in Kulturen von BV2-Mikroglia, in denen die Expression von p110γ mittels shRNA 
herunter reguliert wurde, eine erhöhte Sezernierung von MMP-9 in den Kulturüberstand 
festgestellt.  
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Der Nachweis intrazellulärer und sezernierter MMP-9 zeigte 24 h nach einer LPS-
Stimulation eine signifikant erhöhte Expression durch Mikroglia des PI3Kγ-KO-
Stammes im Vergleich zum Wildtyp-Stamm. Analog zu MMP-9 wurde auch für die 
Kollagenase MMP-13 eine erhöhte zelluläre Protein-Expression in PI3Kγ-KO-
Mikroglia festgestellt. MMP-13 ließ sich jedoch mit den zur Verfügung stehenden 
Methoden nicht im Kulturüberstand nachweisen, die angewandte Zymographie-
Methode war nur für die Detektion von Gelatinasen geeignet. Allerdings legen Befunde 
an Makrophagen nahe, dass MMP-13 ebenfalls in den Kulturüberstand sezerniert 
werden kann (Quillard et al. 2011).  
Die Protein-Expression bzw. Sezernierung von MMP-2 war in den Mikroglia-Zellen der 
drei untersuchten Mausstämme ähnlich stark ausgeprägt. Sowohl intrazellulär, als auch 
in den entsprechenden Zellkulturüberständen des Wildtyp-, PI3Kγ-KO- und PI3Kγ-KD-
Stammes wurde eine ähnlich hohe MMP-2-Expression festgestellt. In Anbetracht der 
erhöhten LPS-induzierten mRNA-Transkription von MMP-2 in PI3Kγ-KO-Mikroglia 
ergaben sich somit Hinweise auf eine posttranskriptionale Regulierung der MMP-2-
Expression in Mikroglia. Eine entsprechende Regulation der MMP-2-Expression wurde 
in Zellen des Nierenzellkarzinoms beschrieben. Während MMP-9 einer 
transkriptionalen Regulation unterliegt, wird die Expression von MMP-2 auf 
posttranskriptionaler Ebene kontrolliert (Cho et al. 2003). 
 
4.5. Die Phosphodiesterase-Aktivität hat Einfluss auf die 
Expression von MMP durch Mikroglia 
In Kardiomyozyten wurde gezeigt, dass die Wechselwirkung von PI3Kγ und 
Phosphodiesterasen, insbesondere PDE3B, zur Erniedrigung der cAMP-Konzentration 
führt (Perino et al. 2011). Dieser Zusammenhang konnte in unserer Arbeitsgruppe auch 
in Mikroglia nachgewiesen werden (Schmidt et al. 2013, Frister et al. 2014). Der 
moderierende Einfluss von PI3Kγ auf die Bildung von MMP durch die Aktivierung von 
PDE3B konnte indirekt über die Auswirkung auf die LPS-induzierte mRNA-Expression 
von MMP-9 und MMP-13 gezeigt werden. PDE3B wird in einem Komplex mit PKA 
und PI3Kγ aktiviert und degradiert cAMP in der Zelle. Fehlt p110γ, erfolgt diese Form 
der Aktivierung von PDE3B nicht und die cAMP-Konzentration in der Zelle ist erhöht. 
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Analog führt die Inhibition von PDE3B zu einer erhöhten cAMP-Konzentration 
(Patrucco et al. 2004, Perino et al. 2011, Schmidt et al. 2013). Um zu zeigen, dass die 
PDE-Aktivität die MMP-Expression entscheidend beeinflusst, wurde in BV2-Zellen 
eine pharmakologische Inhibition von PDE bzw. eine Aktivierung der cAMP-Bildung 
vorgenommen. Durch die Inhibition von PDE3, sowohl durch den unspezifischen PDE-
Inhibitor IBMX als auch durch den PDE3-spezifischen Inhibitor Cilostamid, kam es in 
den Kontroll-BV2-Zellen zu einer Steigerung der LPS-induzierte mRNA-Expression 
von MMP-9 und MMP-13. Dabei wurde infolge des Einsatzes der PDE-Inhibitoren in 
diesen BV2 ein vergleichbar hoher Wert erreicht, wie er in den p110γ-shRNA 
exprimierenden BV2 auftrat. Eine Inhibition von PDE3B hatte demnach einen ähnlich 
starken Einfluss auf die MMP-Expression, wie der Knockdown der p110γ-Expression. 
Ferner bewirkte auch eine durch Forskolin-Stimulation erhöhte cAMP-Bildung eine 
verstärkte LPS-induzierte mRNA-Expression von MMP-9 und MMP-13. Diese Befunde 
auf Ebene der mRNA-Transkription wurden für MMP-9 auf Ebene der Protein-
Expression in BV2-Kulturen bestätigt. Die in Kontroll-Zellen durch LPS-Stimulation 
erhöhte MMP-9-Sezernierung wurde sowohl durch eine zusätzliche Forskolin-
Stimulation als auch durch eine Inhibition von PDE3 durch IBMX oder Cilostamid 
weiter verstärkt. Die durch Forskolin, IBMX bzw. Cilostamid verstärkte MMP-9-
Sezernierung durch Kontroll-BV2-Zellen in den Kulturüberstand war vergleichbar hoch 
wie die von p110γ-shRNA exprimierenden BV2-Zellen, jeweils nach einer LPS-
Behandlung. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die durch LPS induzierte MMP-9-
Expression durch eine erhöhte cAMP-Konzentration weiter verstärkt wurde. Analoge 
Untersuchungen in primären Mikroglia-Zellen bestätigen diese in BV2-Zellen 
gewonnenen Befunde (Frister et al. 2014). Diese Ergebnisse weisen somit auf eine 
regulierende Funktion von PI3Kγ auf die MMP-Expression in Mikroglia infolge einer 
LPS-Stimulation hin. 
Zusammenfassend kann man anhand der in-vitro-Untersuchungen auf einen 
Zusammenhang zwischen der PDE3B-aktivierenden Funktion von PI3Kγ, einer daraus 
resultierenden geringeren cAMP-Konzentration und einer verminderten MMP-
Expression in Mikroglia schließen.  
 Diskussion  
90 
 
4.6. Zusammenfassung und Ausblick   
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen weisen eine protektive 
Wirkung von PI3Kγ auf die Integrität der BHS bei LPS-induzierter systemischer 
Entzündungsreaktion nach. 
In vivo wurde die Auswirkung einer intraperitonealen Injektion von LPS auf die 
Permeabilität der BHS in C57BL6/J-Mäusen in Abhängigkeit der Expression bzw. der 
Kinaseaktivität von PI3Kγ untersucht. These 1 dieser Arbeit besagte, dass PI3Kγ die 
BHS-Permeabilität während LPS-induzierter neuroinflammatorischer Prozesse 
beeinflusst. Im Tiermodell wurde eine weiter fortschreitende Störung der BHS-
Integrität in Mäusen des PI3Kγ-defizienten KO-Stammes im Vergleich zu Tieren der 
Stämme C57BL6/J-Wildtyp und PI3Kγ-KD festgestellt. Diese Daten weisen auf einen 
protektiven Einfluss der kinase-unabhängige Scaffold-Funktion von PI3Kγ auf die 
Integrität der BHS während neuroinflammatorischer Prozesse hin. 
In vitro wurde an zwei Mikroglia-Modellen der Einfluss von PI3Kγ auf die Expression 
von MMP untersucht, zum einen an primären Zellen aus Tieren der drei Mausstämme 
(C57BL6/J-Wildtyp, PI3Kγ-KO und PI3Kγ-KD), zum anderen an der Mikroglia-
Zelllinie BV2. Entsprechend der These 2 dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die 
kinase-unabhängige Scaffold-Funktion von PI3Kγ durch ihre moderierende Wirkung 
auf die cAMP-Konzentration in Mikroglia eine regulierende Wirkung auf die Gen-
Expression verschiedener MMP ausübt. Insbesondere eine verstärkte Bildung und 
Sezernierung von MMP-9 durch PI3Kγ-defiziente Mikroglia wurde nachgewiesen. 
Diese erhöhte Expression von MMP-9 trat parallel zu einer erhöhten cAMP-
Konzentration in den Zellen auf. Der Einsatz von PDE-Inhibitoren oder die Aktivierung 
der cAMP-Bildung bewirkten analog eine Erhöhung der MMP-9-Expression, 
wohingegen die Inhibition von PKA eine verringerte mRNA-Transkription zur Folge 
hatte. Diese Daten stimmen mit der These 3 dieser Arbeit überein, wonach die MMP-
Expression in Mikroglia durch den cAMP-PKA-Signalweg beeinflusst wird.  
Abbildung 30 zeigt schematisch einen möglichen Wirkmechanismus der cAMP-
moderierenden Funktion von PI3Kγ auf die MMP-9-Expression. Eine verstärkte 
Aktivierung von CREB infolge des Verlustes der kinase-unabhängigen Funktion von 
PI3Kγ wurde gezeigt. In welchem Umfang die CREB-Phosphorylierung durch PKA 
erfolgte und inwieweit andere inflammatorische Signalwege, wie beispielsweise MAP-
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Kinasen, in diese Aktivierung involviert waren, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 
genauer untersucht werden. Eine Möglichkeit die Auswirkungen der CREB-Aktivierung 
auf die PI3Kγ-abhängige MMP-Expression detaillierter zu untersuchen, könnte 
gegebenenfalls eine Inaktivierung des CREB-Signalweges in Mikroglia der 
verwendeten drei Mausstämme bieten (Shukla et al. 2009, Wen et al. 2010). 
 
 
Abbildung 30: Möglicher Wirkmechanismus der kinase-unabhängigen Funktion von PI3Kγ zur 
Reduzierung der MMP-9-Expression in Mikroglia. 
Die Interaktion von PI3Kγ, PKA und PDE3B führt zu einer Verringerung der cAMP-Konzentration 
(Perino et al. 2011). Eine geringere Aktivierung des PKA-CREB-Signalweges resultiert in einer 
geringeren CREB-abhängigen Expression von MMP-9 und somit einer geringeren Degradation von Tight 
Junctions und EZM der BHS (Shukla et al. 2009, Wen et al. 2010, Dal-Pizzol et al. 2013). 
 
Die in-vivo-Untersuchung der BHS-Integrität zeigte eine erhöhte Extravasation von 
Evans Blue in PBS-behandelten Tieren des PI3Kγ-KO-Stammes gegenüber dem 
Wildtyp. In Verbindung mit der in vitro in PI3Kγ-defizienten Mikroglia detektierten 
höheren basalen cAMP-Konzentration, CREB-Phosphorylierung und MMP-9-
Sezernierung ergeben sich aus diesen Daten Hinweise auf einen Einfluss von PI3Kγ auf 
die BHS-Integrität unter physiologischen Bedingungen. 
Die protektive Wirkung von PI3Kγ im untersuchten Modell der SE steht in Kontrast zu 
positiven Auswirkungen der PI3Kγ-Inhibition bzw. des PI3Kγ-Knockout in 
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Untersuchungsmodellen zu anderen neuroinflammatorischen Krankheitsbildern wie der 
Alzheimer-Krankheit oder der postischämischen Reperfusion (Passos et al. 2010, Jin et 
al. 2011). Dies verdeutlicht die ambivalenten Auswirkungen eines Verlusts der 
Funktionen von PI3Kγ, welche für verschiedenste inflammatorische Reaktionen wie 
beispielsweise die ROS-Bildung oder die Chemotaxis von Bedeutung sind (Costa et al. 
2011). Der Verlust der Lipidkinase-Funktion von PI3Kγ, der sich auf die 
Migrationsfähigkeit von Immunzellen auswirkt, führte beispielsweise in Modellen zur 
Autoimmun-Enzephalomyelitis, zur rheumatoiden Arthritis oder im Schlaganfall-
Modell der transienten MCAO (middle cerebral artery occlusion) zu einer Abmilderung 
des Krankheitsverlaufes (Berod et al. 2011, Camps et al. 2005, Jin et al. 2011). Die 
Auswirkungen einer Inhibition von PI3Kγ bzw. einer genetischen Inaktivierung im 
Tiermodell sind abhängig von den am jeweiligen Krankheitsgeschehen beteiligten 
Zellsystemen und den entsprechend relevanten Wirkmechanismen von PI3Kγ. Ein 
Einsatz von pharmakologischen PI3Kγ-Inhibitoren kann dementsprechend sowohl 
positive als auch negative Auswirkungen haben und erfordert eine differenzierte 
Betrachtung jedes Modells und Krankheitsbildes, insbesondere in Bezug auf die 
spezifischen Funktionen von PI3Kγ. Eine pharmakologische Inhibition von PI3Kγ bei 
der Behandlung bestimmter Erkrankungen, wie systemischem Lupus erythematodes, 
rheumatoider Arthritis oder Arteriosklerose wurde nach aussichtsreichen in-vivo-
Untersuchungen an entsprechenden Maus-Modellen vorgeschlagen (Rückle et al. 2006, 
Ghigo et al. 2010). Hingegen deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine moderierende 
Funktion von PI3Kγ während der Pathogenese der SE hin und können insofern als 
Hinweis gegen eine mögliche Anwendung einer pharmakologischen PI3Kγ-Inhibition 
zur Prävention oder Behandlung einer Enzephalopathie bei systemischen 
Entzündungsreaktionen gewertet werden. 
Zusammenfassend zeigen die Resultate dieser Arbeit einen moderierenden Einfluss der 
kinase-unabhängigen Scaffold-Funktion von PI3Kγ auf die LPS-induzierte Expression 
von MMP durch Mikroglia und auf die Entwicklung einer BHS-Schädigung während 
einer LPS-induzierten systemischen Entzündungsreaktion. Somit zeichnet sich eine 
protektive Wirkung von PI3Kγ in der neurovaskulären Einheit während der 
Pathogenese der SE ab. Die aktuellen Untersuchungen bestätigen und erweitern zuvor 
veröffentlichte Daten zu regulatorischen Effekten von PI3Kγ auf cAMP-abhängige 
Funktionen in Zellen des angeborenen Immunsystems. 
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